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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
ADP  adenozin difosfat 
AMP adenozin monofosfat 
ATP adenozin trifosfat  
Bp bazni par  
DNA deoksiribonukleinska kislina 
FBP fruktoza-1,6-bifosfat 
kDa kilodalton - 1000 daltonov 
kb 
MGD 
kilobaza - 1000 baznih parov  
minimalno gojišče z dodatki 
Milli Q deionizirana voda 
mPYK1 gen za modificiran encim piruvat-kinaza (S22 v glutaminsko kislino) 
NAD+ oksidirana oblika nikotinamid adenin dinukleotida 
NADH reducirana oblika nikotinamid adenin dinukleotida 
NAHP+ oksidirana oblika nikotinamid adenin dinukleotid fosfata 
NADPH reducirana oblika nikotinamid adenin dinukleotid fosfata 
nPFKM gen za nativni mišični tip encima 6-fosfofrukto-1-kinaze 
nPYK1 gen za visoko aktivni encim piruvat-kinaza 
PEP fosfoenol piruvat  
Pi fosfatni ion 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
Pfk1 encim 6-fosfofrukto-1-kinaza 
PEP fosfoenol piruvat 
PPP pot pentoze fosfata 
Pyk encim piruvat-kinaza 
ROS reaktivne kisikove zvrsti 
RNA ribonukleinska kislina 
sfPFKM gen za kratki fragment mišičnega tipa encima 6-fosfofrukto-1-kinaze 
S22  aminokislina Serin na 22 mestu v encimu Pyk1 
Tpi encim trioze fosfat-izomeraza 
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1 UVOD 
Zaradi odvisnosti od fosilnih goriv postaja energetska kriza vse večja globalna skrb. Da bi 
zadostili nenehno naraščajoči porabi, se zaloge nafte hitro izčrpavajo. Zabed in sod. (2014) 
ugotavljajo, da ima fosilna energija kar nekaj negativnih posledic, kot so povišanje CO2 v 
ozračju, globalno segrevanje, politične krize, ki jih prinašajo pogajanja za nafto, poleg tega 
pa gre za neobnovljiv vir energije. Prav zaradi naštetih razlogov se zanimanje za 
obnovljive in okolju prijazne vire energije povečuje. 
 
K zmanjšani uporabi surove nafte in onesnaževanja okolja močno prispeva bioetanol, ki je 
eno izmed najpogosteje uporabljenih biogoriv po vsem svetu (Azhar in sod., 2017). V 
primerjavi z bencinom ima etanol (C2H5OH) višje oktansko število (108), širše območje 
vnetljivosti, višje hitrosti plamena in višje izparilne temperature. Te lastnosti omogočajo 
večje stiskanje in krajši čas gorenja, kar vodi v teoretične prednosti v primerjavi z 
bencinom. Uporablja se lahko direktno ali v mešanici z bencinom, bolj znani kot 
»Gasohol« (10 % bioetanola in 90 % bencina) (Balat in Balat, 2009). 
 
Bioetanol lahko pridobivamo iz različnih surovin, kot so saharoza, škrob, lignoceluloza ali 
biomasa alg, s pomočjo hidrolize in mikrobne fermentacije. Eden izmed najpogosteje 
uporabljenih mikroorganizmov za proizvodnjo bioetanola je kvasovka Saccharomyces 
cerevisiae. Prednosti uporabe kvasovk so visoka produktivnost etanola, visoka stopnja 
odpornosti proti etanolu in zmožnosti fermentacije širokega izbora sladkorjev (Azhar in 
sod, 2017). Eden izmed pristopov za izboljšano produkcijo bioetanola v kvasovki S. 
cerevisiae je metabolni inženiring glikolize (Schaaff in sod., 1989).  
1.1 CILJ RAZISKOVANJA 
S ciljem, da bi pri kvasovki S. cerevisiae povečali produkcijo bioetanola, je bil v sev, ki 
nima lastnih genov za 6-fosfofrukto-1-kinazo (Pfk), vnešen gen, ki kodira nastanek 
modificiranega Pfk encima. Pfk je namreč ključni regulatorni encim glikolize, vendar pa se 
lahko posttranslacijsko spremeni, tako da iz 85 kDa encima nastane krajši 47 kDa 
fragment, ki obdrži aktivnost, vendar pa postane odporen proti inhibiciji negativne 
povratne zveze. Po vnosu gena za kratek encim Pfk v kvasovko so Andrejc in sod. (2017) 
ugotovili, da je zaradi previsoke aktivnosti toksičen za celice, ki ga proizvajajo med rastjo 
na glukozi, vendar pa omogoča rast mutante na maltozi in celo na nekaterih pentoznih 
sladkorjih. Ob takih pogojih rasti je v kvasnih celicah izražen samo gen za nizko aktivno 
piruvat-kinazo (PYK2), tako da na nivoju piruvat-kinaze nastane ozko grlo pri presnovi 
preko glikolize in celice namesto etanola proizvajajo fenil etanol.   
 
Namen tega magistrskega dela je bil, da odstranimo ozko grlo na mestu aktivnosti piruvat-
kinaze med rastjo na gojiščih brez glukoze, oziroma na maltoznih gojiščih. V sev 
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kvasovke, ki že nosi gen za modificiran visoko aktiven PFK-M fragment, smo pod 
kontrolo konstitutivnega GPD promotorja vnesli dodatno kopijo gena za kvasovki lastni 
encim piruvat-kinazo (nPYK1) ter mutiran gen za kvasno piruvat-kinazo (mPYK1), ki na 
mestu 22 aminokisline vsebuje glutaminsko kislino namesto serina. Ta dva encima naj bi 
bila v primerjavi s Pyk2 bolj aktivna in pričakujemo, da bosta omogočala učinkovito 
pretvorbo fosfoenolpiruvata v piruvat. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
V kvasovko smo vnesli dodatno kopijo gena nativnega (nPYK1) in modificiranega gena 
(mPYK1) za encim piruvat-kinaza. Pričakujemo, da bomo v transformanti S. cerevisiae z 
vnosom aktivnega Pyk1 encima med rastjo na neglukoznih gojiščih dosegli nemoten 
metabolni pretok preko celotne glikolize do piruvata ter opazili hitrejšo rast.  
 
Med rastjo pod aerobnimi pogoji predvidevamo, da bomo opazili močneje izražen 
Crabtreejev efekt pri sevu s krajšim fragmentom Pfk-M kot pri nativnem Pfk-M encimu. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 VRSTA Saccharomyces cerevisiae 
2.1.1 Kot modelni organizem 
Kvasovka Saccharomyces cerevisiae je ena izmed najpomembnejših komercialnih in 
modelnih mikroorganizmov (Schaaff in sod., 1989). Združuje lastnosti prokariontov, kot so 
hitra rast v enostavnih in poceni gojiščih, enostavna genska manipulacija, ter sposobnosti 
višjih evkariontov, kot so zmožnosti specifičnih posttranslacijskih modifikacij: 
proteolitskega procesiranja, tvorbe disulfidnih vezi in glikozilacije  (Štagoj in Podobnik, 
2006). Genom kvasovke S. cerevisiae je bil prvi sekvencirani genom evkariontskega 
organizma, objavljen leta 1996 (Goffeau in sod., 1996). 
2.1.2 Kot industrijski mikroorganizem za produkcijo bioetanola 
Kvasovke, med njimi S. cerevisiae, igrajo pomembno vlogo pri produkciji bioetanola, saj 
so zmožne fermentacije širokega nabora sladkorjev. Zmožne so visoke produkcije etanola 
(>1g/L/h), visoke tolerance na etanol, rasti na preprostih, cenenih substratih ter neredčeni 
fermentacijski brozgi z odpornostjo na inhibitorje prisotne v brozgi (Dien in sod., 2003). 
Eden izmed potencialnih sevov za proizvodnjo bioetanola je S. cerevisiae KL17, ki za 
substrat izkorišča glukozo in galaktozo, in je dosegel največjo koncentracijo 96,9 g/L s 
produktivnostjo 3,46 g/L/h (Azhar in sod., 2017).  
Pridobivanje etanola s kvasovkami je ekonomsko pomemben fermentacijski proces. 
Običajni glikolizi sledita pri alkoholni fermentaciji dve dodatni reakciji. Prvo reakcijo 
katalizira piruvat dekarboksilaza, ki za delovanje potrebuje koencim vitamin B1. Druga 
reakcija, redukcija karbonilne skupine v acetaldehidu, pa vodi do nastanka etanola (Boyer, 
2005).   
 
Slika 1: Pridobivanje etanola iz piruvata pri S. cerevisiae (Bai in sod., 2008) 
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V želji, da bi povečali produkcijo bioetanola v kvasovki S. cerevisiae, je bilo postavljenih 
kar nekaj eksperimentov, v katerih so poskusili povečati pretok metabolitov skozi 
glikolizo. Schaaff in sod. (1989) so to poskusili doseči s povečano ekspresijo vseh 
specifičnih genov glikolize, vendar do višje produkcije etanola ni prišlo. Večje produkcije 
etanola ni pokazal niti sev z mutiranim encimom 6-fosfofrukto-1-kinaza, ki je bil 
neodvisen od alosterične kontrole in ni bil inhibiran z ATP-jem (Rodicio, 2000).  
 
Na samo produkcijo bioetanola pa ne vpliva samo izbira seva kvasovke S. cerevisiae, 
ampak tudi proces fermentacije ter imobilizacija kvasovk. Temperatura, koncentracija 
sladkorja, pH, čas fermentacije ter velikost inokulacije so pomembi faktorji fermentacije 
(Zabed in sod., 2014). Najvišje produkcije etanola so dosegli s kontinuirnim procesom ter z 
imobilizacijo kvasovke na kalcijev alginat (Azhar in sod., 2017). 
2.2 PRIMARNI METABOLIZEM 
Primarni metabolizem sestavlja koordinirana mreža reakcij, ki ne morajo potekati 
neodvisno in ločeno (Boyer, 2005).  
 
Celoten metabolizem lahko razdelimo na dva glavna dela: katabolizem in anabolizem. Pri 
katabolizmu opisujemo razgradne poti, pri katerih se kompleksne organske molekule, kot 
so maščobe, ogljikovi hidrati in proteini, razgradijo do enostavnih molekul, kot so laktat, 
piruvat, etanol, CO2, H2O in NH3, pri tem pa se sprošča energija, ki se zbere v molekulah 
ATP. Drugi del metabolizma je anabolizem oziroma biosinteza. Zanjo je značilna 
izgradnja velikih in kompleksnih bioloških molekul iz majhnih prekurzorskih molekul, 
potrebna energija pa prihaja iz molekul ATP, NADH, NADPH, ki shranjujejo energijo pri 
procesih katabolizma (Boyer, 2005).   
 
Katabolizem je razdeljen na tri stopnje. V prvi stopnji se makromolekule razdelijo v 
osnovne gradnike: proteini do aminokislin, lipidi do maščobnih kislin in glicerola, 
polisaharidi do monosaharidov (navadno do glukoze). V drugi stopnji pride do oksidacije 
različnih molekul do skupnega intermediata acetil-CoA. V zadnji stopnji pa acetil-CoA 
vstopa v cikel citronske kisline, kjer se oksidira do CO2, ki je eden izmed končnih 
produktov aerobnega metabolizma ogljika (Boyer, 2005).  
2.2.1 Glikoliza  
V najpomembnejši metabolni poti, imenovani glikoliza, se glukoza pretvori v piruvat. Pri 
tem se sprosti manjša količina energije v obliki ATP in NADH, precej energije pa vsebuje 
končni produkt piruvat, ki se lahko uporabi v aerobnem ali pri anaerobnem metabolizmu za 
tvorbo bioetanola. Poleg glukoze, ki je glavni sladkor, ki vstopa v glikolizo, se lahko v tem 
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procesu do piruvata razgradijo tudi drugi monosaharidi (fruktoza, galaktoza) (Boyer, 
2005). 
 
Glikoliza je sestavljena iz desetih encimsko kataliziranih reakcij. Prvo polovico reakcij 
imenujemo »pripravljalna stopnja«, njihov namen pa je aktivacija vstopajoče glukoze. 
Glukoza se razcepi v dve molekuli gliceraldehid-3-fosfat, porabita pa se dve molekuli 
ATP. V drugi polovici glikolize, imenujemo jo »donosna faza«, pa poleg piruvata 
pridobimo še štiri molekule ATP in dva NADH. Celotna neto reakcija desetih stopenj v 
glikolizi je tako: glukoza +  2 Pi  + 2 ADP + 2 NAD
+  2 piruvat + 2 ATP + 2 NADH + 2 
H+ + 2 H2O (Boyer, 2005). 
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Slika 2: Potek glikolize (prirejeno po Boyer, 2005) 
2.2.2 Regulatorni encimi glikolize  
Glikoliza je strogo nadzorovana metabolna pot glede na celične potrebe po ATP in NADH. 
Glavna regulacijska stopnja v glikolizi je 3. reakcija, fosforilacija fruktoza-6-fosfata, ki jo 
katalizira 6-fosfofrukto-1-kinaza (Boyer, 2005). Poleg 6-fosfofrukto-1-kinaze sta 
pomembna regulatorna encima heksokinaza in piruvat-kinaza (Legiša, 2014). 
Glukoza 
Glukoza - 6 - fosfat 
Fruktoza - 6 - fosfat 
Fruktoza - 1, 6 - bifosfat 
Gliceraldehid  
 3 - fosfat 
(2) 1,3 - Bifosfoglicerat 
(2) 3 - Fosfoglicerat 
(2) 2 - Fosfoglicerat 
(2) Fosfoenolpiruvat 
(2) Piruvat 
Dihidroksiaceton 
fosfat 
Heksokinaza 
Fosfofruktokinaza 
Piruvat-kinaza 
Glukoza – 6 – fosfat izomeraza 
Aldolaza 
Gliceraldehid – 
3 – fosfat 
dehidrogenaza 
Fosfoglicerat-
kinaza 
Fosfoglicerat-
mutaza 
Enolaza 
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Preglednica 1: Regulatorni encimi v glikolizi (Boyer, 2005) 
Ime encima + modulator (aktivator) - modulator (inhibitor) 
Heksokinaza - glukoza-6-fosfat 
6-fosfofrukto-1-kinaza AMP, fruktoza-2,6-bifosfat ATP, citrat 
Piruvat-kinaza fruktoza-1,6-bifosfat ATP, acetil-CoA 
 
Aloesterični encim heksokinaza je prvi regulatorni korak v glikolizi in uravnava vstop 
proste glukoze v glikolizo ter nastanek ATP. Z negativno povratno zvezo encim (z izjemo 
treh izoencimov: heksokinaza I, II in glukokinaza) inhibira njegov produkt, glukoza-6-
fosfat (Legiša, 2014). 
 
6-fosfofrukto-1-kinaza je mesto najbolj kompleksne kontrole pretoka skozi gikolizo. Ena 
od strategij kontrole katalize je alosterična regulacija (Usenik in Legiša, 2010). Fruktoza-
2,6-bifosfat, AMP ter amonijevi ioni stimulirajo Pfk1, medtem ko jo ATP in citrat 
inhibirata (Legiša, 2014). Če ni potrebe po nastajanju ATP, ključni regulatorni encim 6-
fosfofrukto-1-kinaza glikolizno pot ustavi. Molekula ATP se veže na encim na dveh 
mestih, na aktivnem mestu kot substrat ter na regulacijskem mestu kot modulator. Kadar se 
veže na regulacijsko mesto, zmanjša afiniteto encima za substrat fruktoza-6-fosfat (Boyer, 
2005).  
Piruvat-kinaza katalizira ireverzibilno pretvorbo fosfoenolpiruvata (PEP) v piruvat. 
Fruktoza-1,6-bifosfat aktivira piruvat-kinazo, ATP pa jo inhibira in tako upočasni nastanek 
piruvata (Boyer, 2005). 
2.2.3 Crabtreejev efekt  
V aerobnih organizmih sta glikoliza in oksidativna fosforilacija usklajeni, da zadovoljita 
potrebe po celični energiji. V okolju s povečano koncentracijo glukoze lahko opazimo 
povečanje glikolitičnga pretoka, medtem ko je respiracija inhibirana (Diaz Ruiz in sod., 
2008). Sposobnost kvasovk, da vršijo alkoholno fermentacijo pod oksidativnimi pogoji ob  
prisotnosti glukoze, se imenuje Crabtreejev efekt (Piškur in sod., 2006). 
 
Kvasovka S. cerevisiae v procesu alkoholne fermentacije glukoze izloča etanol. Ob višku 
glukoze v aerobnih pogojih so respiratorni encimi (citokromi a, b, c) inhibirani, v celicah 
pa poteka proizvodnja etanola, saj je stopnja privzema glukoze večja od možnosti porabe v 
respiratorni poti. Če pa je glukoze malo, se v aerobnih pogojih alkoholna fermentacija ne 
bo vršila (Van Urk in sod., 1988).  
 
Lemoigne in sod. (1954, cit. po De Deken, 1966) so pri preučevanju rasti kvasovk v 
aerobnih pogojih ugotovili, da se ob prisotnosti večjih koncentracij glukoze pojavi 
diavksična rast: hitri rasti, ki vključuje aerobno fermentacijo, sledi počasnejša rast z 
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razgradnjo etanola. Z večjo koncentracijo glukoze se poveča tudi stopnja fermentacije in 
vključi se Crabtreejev efekt.  
 
Nizke koncentracije glukoze-6-fosfat in fruktoze-6-fosfat stimulirajo respiratorni tok, 
medtem ko je ta proces močno inhibiran s povečano koncentracijo fruktoze-1,6-bisfosfata. 
FBP zniža stopnjo respiracije v mitohondrijih Crabtree pozitivnih kvasovk. Deluje 
neposredno na dva kompleksa v mitohondrijski dihalni verigi – citokrom c-
oksidoreduktazo (kompleks III) in citokrom c-oksidazo (kompleks IV) (Diaz Ruiz in sod., 
2008). 
 
Crabtree pozitivne kvasovke, kot je S. cereviase, ob prisotnosti kisika akumulirajo etanol, 
Crabtree negativne kvasovke, kot Candida albicans, pa ob prisotnosti kisika katabolizirajo 
sladkorje v CO2  (De Deken, 1966). 
2.3 PIRUVAT-KINAZA PYK1 IN PYK2 
Piruvat-kinaza (Pyk) je zadnji encim v glikolizi. Katalizira ireverzibilno pretvorbo 
fosfoenolpiruvata (PEP) v piruvat z adicijo protona in izgubo fosfatne skupine, ki se 
prenese na ADP. Encim je alosterično aktiviran s fruktozo-1,6-bifosfatom (FBP). 
Uravnavanje Pyk je pomembna za kontrolo vsebnosti ATP, GTP in glikolitičnih 
intermediatov v celici. Prav tako pa je pomemben mehanizem preklopa iz glikolize na 
glukoneogenezo (Jurica in sod., 1998). 
 
 
Slika 3: Pretvorba fosfoenolpiruvata v piruvat s piruvat-kinazo (Jurica in sod., 1998) 
V S. cerevisiae je piruvat-kinaza 1 kodirana z genom PYK1 oziroma CDC19 
(Saccharomyces genome database, 2019). PYK1 kodira 54.5-kDa protein (Pyk1) sestavljen 
iz 500 aminokislin (Burke in sod., 1983). Mutanti, ki ne vsebujejo gena PYK1, niso 
sposobni rasti na fermentativnih virih ogljika, rastejo pa normalno na etanolu. Pod temi 
pogoji so heksozni fosfati zagotovljeni s pomočjo glukoneogene poti, ki uporablja encima 
fruktozo-1,6-bifosfat fosfatazo in fosfoenolpiruvat karboksinazo, da obide reakcije 6-
fosfofrukto-1-kinaze in piruvat-kinaze (Boles in sod., 1997). 
  
Biokemične lastnosti encima Pyk1 kažejo na pomembno vlogo tega encima pri 
metabolizmu ogljika, saj omogoča preusmeritev iz glikolize (ko je sladkorjev veliko) na 
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glukoneogenezo (ko se porablja etanol). Kvasovke imajo razvitih več mehanizmov, da se 
izognejo vzporednemu delovanju teh dveh metaboličnih poti in eden izmed teh 
mehanizmov je aktivacija piruvat kinaze z fruktozo-1,6-bifosfatom (FBP). Kadar je na 
razpolago veliko glukoze, je koncentracija FBP tako visoka, da aktivira piruvat-kinazo, ki 
posledično tvori zadovoljivo količino ATP in piruvata. Pod glukoneogeničnimi pogoji pa 
je koncentracija alosteričnega aktivatorja FBP nizka, piruvat-kinaza pa zato neaktivna 
(Boles in sod., 1997). 
 
Leta 1996 (Purnelle in Goffeau) so s sekvenciranjem odkrili regijo genoma z visoko 
homologijo do PYK1 in to regijo poimenovali PYK2. Karakteriziran gen YOR347c oziroma 
PYK2 kodira 506 aminokislin velik protein Pyk2, ki se z Pyk1 ujema v 71 % 
aminokislinah. 
 
Protein Pyk2 ima manjšo aktivnost kot Pyk1 in je neobčutljiv na FBP – obstaja možnost, 
da je na Pyk2 tesno vezan FBP, ki povzroči nealosterično vedenje, visoka koncentracija 
glukoze pa zavira njegovo izražanje. Te značilnosti kažejo na aktivnost Pyk2 le pod 
specifičnimi pogoji, ko je raven glikolitičnega pretoka zelo nizka – koncentracija glukoze v 
gojišču je nizka, izražanje gena PYK2 je inhibirano, nizke ravni intercelularne FBP pa ne 
morejo aktivirati Pyk1p encima (Boles in sod., 1997). 
2.3.1 Modifikacija Piruvat-kinaze 
Fosforilizacija proteina in alosterična aktivacija sta univerzalna regulatorna mehanizma 
(Xu in sod., 2012). Zelo znane tarče fosforilizacije s proteinsko kinazo so encimi, vključeni 
v sintezo in degradacijo trehaloze, glikogena ter encimi vpleteni v glikolizo, kot so 
fosfofruktokinaza, fruktoza-bifosfataza ter piruvat-kinaza (Portela in sod., 2002). 
 
Na encimu, ki ga pri kvasovki S. cerevisiae kodira PYK1, so bila identificirana tri mesta 
fosforilacije: S9, T21 in S22 (Xu in sod., 2012). Portela in sod. (2006) navajajo, da je v 
kvasovki glavno mesto fosforilacije piruvat-kinaze serin na 22. mestu (S22). Fosforilacija 
S22 vodi do bolj akivnega Pyk1 encima v odsotnosti FBP. 
 
Xu in sod. (2012) so testirali tri mesta fosforilacije: S9, T21 ter S22. Fosforilacija S22 se 
po odstranitvi glukoze ni znatno spremenila. Fosforilacija T21 je bila 30 % nižja, 
fosforilacija S9 pa 80 % nižja po odstranitvi glukoze. Po spremembi aminokislin na teh 
mestih v alanin ali glutamat ni prišlo do spremembe v aktivnosti piruvat-kinaze. Xu in sod. 
(2012) tako sklepajo, da regulacija piruvat-kinaze ni odvisna od fosforilacije, ampak 
predvsem z alosterično vezavo FBP. 
 
Z namenom preučitve fosforilacije za regulacijo piruvat-kinaze smo na mestu S22 vnesli 
mutacijo. Aminokislino serin smo zamenjali z glutaminsko kislino. 
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2.4 PROBLEM TVORBE REAKTIVNIH KISIKOVIH ZVRSTI (ROS) 
Kvasovka S. cerevisiae primarno metabolizira sladkorje, kot sta glukoza in fruktoza. V 
naravi je izpostavljena visokim nihanjem med pomanjkanjem in presežkom hranil (Andrejc 
in sod., 2017). 
 
V aerobnem okolju in hkratni visoki koncentraciji hranil izven celice se v kvasovkah 
spremeni razmerje NADH/NAD+, kar pospeši metabolni pretok skozi glikolizo in 
posledično nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) (Wellen in Thompson, 2010). 
 
Reaktivne kisikove zvrsti (ang. Reactive oxygen species, ROS) se tvorijo, kadar nivo 
metabolitov cikla citronske kisline in mitohondrijskega NADH-ja preseže kapaciteto 
elektronske transportne verige za asimilacijo elektronov. Med ROS štejemo vodikov 
peroksid (H2O2), superoksidni anion (O2
-) in hidroksilni radikal (•OH). Ti lahko povzročijo 
apoptozo kvasnih celic (Wellen in Thompson, 2010). 
2.4.1 Regulatorni mehanizmi 
Kvasovka S. cerevisiae je med evolucijo razvila številne regulatorne mehanizme za 
preprečitev tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti. Prvi je regulacija razmerja NADH/NAD+ 
preko produkcije etanola, drugi mehanizem pa je inhibicija respiratornega kompleksa z 
povišanimi koncentracijami FBP (Diaz Ruiz in sod., 2008). Pomembno je tudi uravnavanje 
razmerja NADPH/NADH s sintezo acetata z od NADP+ odvisno acetaldehid-
dehidrogenazo (Legiša, 2014).  
Tretji regulatorni mehanizem med respiracijo pa je povezan tudi z encimom piruvat-kinazo 
(Grüning, 2011).  
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Slika 4: Sinhronizacija redoks in energetskega metabolizma z piruvat-kinazo (Grüning, 2011) 
Nizka aktivnost encima Pyk1 povzroči povišanje respiracije ter akumulacijo 
fosfoenolpiruvata (PEP). Ta inhibira encim triozo-fosfat-izomerazo, ki poveča aktivnost 
pentozne fosfatne poti (PPP). Povečana aktivnost PPP poskrbi za vir NADPH ter tako 
zaščiti celico in prepreči akumulacijo ROS (Grüning, 2011).  
2.5 DEREGULACIJA GLIKOLIZE NA NIVOJU PFK 
2.5.1 Kratek fragment 6-fosfofrukto-1-kinaze (Pfk) 
Encim 6-fofofrukto-1-kinaza katalizira prvo ireverzibilno reakcijo v glikolizi, fosforilacijo 
fruktoze-6-fosfat do fruktoze-1,6-bifosfat z Mg-ATP-jem kot donorjem fosforja. Encim 
Pfk ima pomembno regulatorno vlogo pri glikolizi. Stimuliran je z AMP, fruktozo-2,6-
bisfosfatom ter amonijevimi ioni, citrat in ATP pa močno inhibirata delovanje encima 
(Dunaway, 1983). 
V tumorskih celicah se nativna oblika encima Pfk (85 kDa) postranslacijsko modificira in 
tvori se kratki fragment Pfk (47 kDa). Del C-terminalne regije nativnega encima se odcepi 
pod vplivom delovanja še nepoznane serinske proteaze in tako nastane krajša oblika 
encima, ki ni inhibirana s citratom, tako kot nativna oblika, poveča pa se dovzetnost za 
aktivacijo z F26BP, amonijevimi ioni ali AMP (Šmerc in sod., 2011; Mlakar in Legiša, 
2006). Glede na svoje kinetične lastnosti ima kratki fragment pomembno vlogo pri 
ojačanju glikolitičnega toka (Šmerc in sod., 2011). 
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Pri glivi Aspergillus niger posttranslacijska modifikacija nativnega Pfk1 proteina v krajši 
fragment (49 kDa) spremeni gostiteljski sev, zaradi zmanjšane inhibicije, v enega izmed 
najbolj produktivnih komercialnih mikroorganizmov (Mlakar in Legiša, 2006).  
Da bi ocenili deregulacijo glikolize v kvasovki S. cerevisiae, so Andrejc in sod. (2017) 
pripravili sfPFKM sev – to je sev, ki vsebuje humani modificirani Pfk-M encim kot edino 
obliko Pfk encima v celici. Sev sfPFKM ni bil zmožen rasti na glukozi, ampak samo na 
maltozi ob dodatku etanola, ki uravnava redoks potencial (razmerje NADH/NADPH) ter 
ob dodatku FeSO4, ki prispeva k povišani hitrosti rasti.  
 
Analiza merjenja metabolitev v sevu s kratkim fragmentom sfPFKM in sevom z nativnim 
fragmentom nPFKM na maltoznem gojišču je pokazala na dodatno ozko grlo pri sevu z 
deregulacijo na nivoju Pfk in sicer pri Pyk encimu.  
 
 
Slika 5: Količina glikolitičnih intermediatov pri sevoma sfPFKM in nPFKM v 0,05-odstotnem maltoznem 
gojišču ob dodatku etanola in FeSO4 (Andrejc in sod., 2017) 
2.5.2 Tvorba fenil acetaldehida 
Kvasovka S. cerevisiae pri alkoholni fermentaciji izloča več aromatskih spojin, med 
drugim 2-feniletanol (Andrejc in sod., 2017).  
 
Andrejc in sod. (2017) so ob spremljanju rasti sevov z vgrajenim kratkim humanim 
fragmentom PfkM kot edino obliko Pfk encima v gojišču zaznali fenilacetaldehid. Ta 
lahko nastane le iz fenolpiruvata, ki se običajno z encimom alkohol-dehidrogenaza pretvori 
v 2-feniletanol. Zaradi etanola v gojišču encim ni bil aktiven, kar je privedlo do sinteze 
fenilacetaldehida in ne 2-feniletanola.  
 
Feniletanol je aromatski alkohol z blagim vonjem po vrtnici. Nastane iz eritroza-4-fosfata 
(iz pentoza fosfatne poti) ter fosfoenolpiruvata (iz glikolize), ki se združita in preko 
šikimata in korizmata tvorita feniletanol (Braus in Gerhard, 1991).  
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Slika 6: Potek tvorbe fenil etanola (prirejeno po Braus in Gerhard, 1991; MetaCyc, 2017) 
2.5.2.1 Novo ozko grlo na ravni PYK 
Usoda glikolize v kvasovkah je domnevno določena s hitrostjo prvega ireverzibilnega 
koraka, ki ga katalizira encim fosfofruktokinaza (Pfk). Aktivnost Pfk naraste ob povečani 
koncentraciji njegovega substrata fruktoza-6-fosfat in njegovega glavnega alosteričnega 
aktivatorja fruktoza-2,6-bifosfat. Aktivacija Pfk poveča koncentracijo fruktoze-1,6-
bifosfat, ki pa je alosterični aktivator encima piruvat kinaze, drugega specifičnega encima 
glikolize. Na ta način se glikoliza postopno aktivira z večjimi koncentracijami encimskih 
substratov in alosteričnih aktivatorjev. Rezultati dela Portela in sod. (2002) kažejo na drugo 
točko regulacije v glikolizi z aktiviranjem piruvat-kinaze s fosforilacijo in posledično 
povečano občutljivostjo na manjše spremembe v koncentraciji substrata PEP ali aktivatorja 
piruvat kinaze FBP. 
 
Med rastjo na maltozi je zelo verjetno izražen samo encim Pyk2, ki ni aktiviran z FBP in je 
slabo aktiven. Z vneseno dodatno kopijo PYK1 gena, ki kodira nastanek visoko aktivnega 
Pyk1 encima, pričakujemo, da bomo pri sevu sfPFKM uspeli odpraviti ozko grlo na nivoju 
piruvat-kinaze in omogočili hitrejšo rast ter eventuelno višjo produkcijo etanola.    
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 UPORABLJENI SEVI 
3.1.1 Escherichia coli DH5α 
Kompetentne bakterije E. coli DH5α so bile razvite za uporabo v molekularni genetiki in 
omogočajo velik odstotek uspešnih transformacij. So optimalne za stabilno amplifikacijo 
poljubne DNA (Kostylev in sod., 2015). 
3.1.2 Vrsta Sacharomyces cerevisiae 
Sevi kvasovke S. cerevisiae, ki smo jih uporabili pri izdelavi magistrskega dela, izvirajo iz 
mikrobiološke zbirke na Kemijskem inštitutu v Ljubljani. 
Sev kvasovke S. cerevisiae HD56-5A (MATα ura3-25, leu2-3, 112his3-11, 15 MAL3 SUC2 
GAL) vsebuje kvasne gene PFK-M. Je avksotrof, ki za svojo rast potrebuje bazo uracil, 
levcin in histidin, saj jih sam ni zmožen sintetizirati (Raben in sod., 1995). V magistrski 
nalogi smo uporabljali sev, ki je vseboval prazen plazmid p416 in tako omogočal rast na 
gojišču brez uracila (MGD ura-).  
 
Sev kvasovke S. cerevisiae HD114-8D (MATα pfk1 ::HIS3 pfk2 ::HIS3 ura3-52, leu2-3, 
112his3-11, 15 MAL3 SUC2 GAL) izvira iz seva HD56-5A in ima izbita gena pfk1 ter pfk2, 
oba izencima fruktoza-6-fosfat-1-kinaze. Je avksotrofen za uracil, levcin in triptofan. Ne 
raste na gojišču z glukozo kot edinim virom ogljika, lahko pa raste na gojišču, ki vsebuje 
glicerol in etanol – minimalno gojišče z dodatki etanola in glicerola (MGD). 
 
Sev kvasovke S. cerevisiae HD114-8D je bil uporabljen kot gostiteljski sev za vnos 
nPFKM (gen za nativni, humani, mišični tip encima 6-fosfofrukto-1-kinaze) ter sfPFKM 
(gen za kratki fragment humanega mišičnega tipa encima 6-fosfofruto-1-kinaze) z 
vektorjem p416GPD. Seva gojimo na gojišču brez uracila, saj ga mutanti sintetizirata sami. 
Ta dva seva sta bila izhodna seva za vnos našega plazmida p415GPD z nPYK1 oz. mPYK1.  
 
Preglednica 2: Uporabljeni sevi S. cerevisiae 
Oznaka seva Osnovni podatki Gojišče 
HD56-5A PFK1+, PFK2+ MGD (ura-) 
HD114-8D pfk1-, pfk2- MGD (ura-) 
nPFKM P416GPD, nPFKM MGD (ura-) 
sfPFKM P416GPD, sfPFKM MGD (ura-) 
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3.2 PLAZMIDNI VEKTOR p415GPD 
Za izražanje nativnega in modificiranega fragmenta PYK1 smo izbrali ekspresijski vektor 
p415GPD. To je vektor s CEN/ARS regijo, majhnim številom kopij rekombinantnih 
genov, s selekcijskim markerjem Leu2 (kodira encim za sintezo leucina) in močnim 
konstitutivnim promotorjem GPD (pridobljen iz gena GPD1, ki kodira gliceraldehid-3-
fosfat-dehidrogenazo). V bakterijah deluje kot plazmid, ki omogoča ampicilinsko 
rezistenco (Mumberg in sod., 1995).  
 
 
Slika 7: Restrikcijska mapa vektorja p415GPD (Addgene, 2016) 
3.3 VKLJUČKI 
V plazmid p415GPD smo vnesli gen za encim Pyk1, in sicer tako nativno (nPYK1) kot 
modificirano (mPYK1) obliko PYK1 gena. Gen za nativno obliko encima smo dobili 
vključen v plazmid p413TEF-PYK1 (Adggene plazmid #34605) v kulturi E. coli DH5α, ki 
je bil pripravljen v laboratoriju Markusa Ralserja pri preučevanju piruvat-kinaze (Grüning, 
2011). Z restrikcijo iz plazmida p413TEF-PYK1 smo pridobili nativni PYK1 za vnos v 
drug plazmid, modificirano obliko PYK1, s spremembo aminoksline serin na mestu 22 v 
glutaminsko kislino, pa smo pridobili s pomočjo verižne reakcije s polimerazo (PCR 
metode) s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi. 
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Slika 8: Plazmidna mapa prejetega plazmida p413TEF- PYK1, ki vsebuje PYK1 gen kvasovke S. cerevisiae 
(Addgene, 2016) 
3.4 ZAČETNI OLIGONUKLEOTIDI 
Začetne oligonukleotide smo pripravili za sekvenciranje p415GPD-nPYK1 ter p415GPD-
mPYK1, analizo uspešnosti transformacije na osnovi kolonije s pomočjo verižne reakcije s 
polimerazo, ter za pripravo modificirane oblike PYK1. 
Začetna oligonukleotida 2384 in 910 smo pridobili v zbirki začetnih oligonukleotidov na 
Kemijskem inštitutu Ljubljana, ostale pa smo naročili v podjetju IDT (Integrated DNA 
Technologies, Coralville, ZDA). 
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Preglednica 3: Uporabljeni začetni oligonukleotidi 
Zap. 
številka 
Osnovni 
podatki 
Nukleotidno zaporedje 
2384 p4xx-SEQr 5´…TCCTTCCTTTTCGGTTAGAG…3´ 
910 p413GPDSEQF 5´…CTTCTTAAATTCTACTTTTATAG…3´ 
7021 PYK1 seq_ 5´…AGGTACCGATGTCGATTTGC…3´ 
7194 PYK1_F 5´…ATGTCTAGATTAGAAAGATTGACC…3´ 
8071 PYK_R 5´…TAATTCTCGAGTTAAACGGTAGAGACTTGCAAAGTGT…3´ 
8072 mPYK_F 
5´…AATTAGGATCCGCCACCATGTCTAGATTAGAAAGATTGACCT
CATTAAACGTTGTTGCTGGTTCTGACTTGAGAAGAACCGAAATCA
TTGGTACCATCGG…3´ 
3.5 GOJIŠČA 
3.5.1  Gojišče LB z dodatkom antibiotika 
Za gojenje bakterij E. coli DH5α smo uporabljali gojišče Luria-Bertani (LB), ki smo ga 
raztopili v destilirani vodi. Po avtoklaviranju oz. pred uporabo smo gojišču dodali 
ampicilin (c = 100 mg/ml) do končne koncentracije 0,1 mg/ml.  
3.5.2  Gojišče MGD (ura-) 
Kvasovke S. cerevisiae smo gojili v minimalnem gojišču z dodatki glicerola in etanola 
(MGD) z uporabo definiranih sintetičnih gojišč (Sc) z dodanimi aminokislinami (brez 
uracila) za vzdrževanje selekcijskega pritiska ter različnimi viri ogljika (glicerol, glukoza 
oz. maltoza). 
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3.5.2.1 Gojišče MGD (ura-) 
Preglednica 4: Sestava gojišča MGD (ura-) z glicerolom in etanolom 
Sestavina Količina 
kvasno sintetično gojišče brez uracila (yeast 
synthetic dropout media supplement without 
uracil; Y 1501, Sigm, Steinheim, Nemčija) 
0,192 g 
glicerol 2 ml 
agar (za trdno gojišče) 2 g 
dH20 do 88 ml 
10x kvasna dušikova baza brez aminokislin in 
amon sulfata z dodatkom glutamina (YNB; 
Y1251, Sigm, Steinheim, Nemčija)* 
10 ml 
etanol* (* dodamo po avtoklaviranju) 2 ml 
3.5.2.2 Gojišče MGD (ura-, leu-) 
Preglednica 5: Sestava gojišča MGD (ura-, leu-) z glicerolom in etanolom 
Sestavina Količina 
kvasno sintetično gojišče brez histidina, 
levcina, triptofana in uracila (yeast synthetic 
drop-out medium supplements, without 
histidine, leucine, tryptophan and uracil; Y 
2001, Sigma, Steinheim, Nemčija) 
0,192 g 
Histidin 7,6 mg 
Triptofan 7,6 mg 
Glicerol 2 ml 
agar (za trdno gojišče) 2 g 
dH20 do 88 ml 
10x kvasna dušikova baza brez aminokislin in 
amon sulfata z dodatkom glutamina (YNB; Y 
1251, Sigm, Steinheim, Nemčija)* 
10 ml 
etanol* (* dodamo po avtoklaviranju) 2 ml 
3.5.2.3 Gojišče MGD (ura-, leu-) s sladkorjem (maltoza oz. glukoza), etanolom in FeSO4 
Pripravili smo tudi tekoča gojišča MGD (ura-, leu-) z etanolom, FeSO4 ter 0,1-odstotno 
glukozo oz. 0,5 in 0,05-odstotno maltozo za testiranje pridobljenih transformant. 
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Preglednica 6: Sestava MGD (ura-, leu-) s sladkorjem, etanolom in FeSO4 
Sestavina Količina 
kvasno sintetično gojišče brez histidina, 
levcina, triptofana in uracila (Y yeast synthetic 
drop-out medium supplements, without 
histidine, leucine, tryptophan and uracil; Y 
2001, Sigma, Steinheim, Nemčija) 
0,192 g 
Histidin 7,6 mg 
Triptofan 7,6 mg 
sladkor**  
dH20 do 89 ml 
10x kvasna dušikova baza brez aminokislin in 
amon sulfata z dodatkom glutamina (YNB; Y 
1251, Sigm, Steinheim, Nemčija)* 
10 ml 
etanol* 50 µl 
FeSO4* 1 ml 
* - dodamo po avtoklaviranju 
** - maltoza (0,05 % = 50 mg/100 ml; 0,5 % = 500 mg/100 ml), glukoza (0.1 % = 100 mg/100 ml) 
3.5.2.4 Kvasna dušikova baza brez aminokislin in amon sulfata z dodatkom glutamina 
Preglednica 7: Sestava kvasne dušikove baze brez aminokislin in amon sulfata z dodatkom glutamina 
Sestavina Količina 
kvasna dušikova baza brez aminokislin in 
amon sulfata (YNB; Y 1251, Sigma, 
Steinheim, Nemčija) 
4,25 g 
Glutamin 0,625 g  
antibiotik penicilin/streptomicin (P4333, 
Sigma, Nemčija) 
1 ml 
dH20 do 250 ml 
3.6 PRIPRAVA VEKTORJA p415GPD 
3.6.1 Namnožitev vektorja p415GPD 
Predpripravljene zamrznjene kompetentne celice bakterije E. coli DH5α smo 30 minut 
inkubirali na ledu. Nato smo v 200 µl kulture dodali 2 µl plazmida p415GPD ter celice 
postavili nazaj na led za 30 minut. Vzpostavili smo toplotni šok, kjer smo celice za 4 
minute prenesli na termoblok s temperaturo 42 °C, nato pa za 2 min na led. Celicam smo 
dodali 1 ml tekočega gojišča LB, stresali eno uro na 37 °C pri 350 vrt./min ter nato 
centrifugirali 3 min na 7000 vrt./min, da so se celice posedle. Odpipetirali in zavrgli smo 1 
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ml supernatanta, preostale celice premešali in razmazali na ploščo LB z ampicilinom (c = 
100 µg/ml). Ploščo smo čez noč inkubirali na 37 °C.  
 
Po enem dnevu smo na plošči opazili kolonije. Eno izmed njih smo prenesli v 10 ml 
tekočega gojišča LB z ampicilinom in jih čez noč inkubirali na stresalniku pri 37 °C s 350 
vrt./min. 
3.6.2 Izolacija plazmida p415GPD 
Za izolacijo plazmida iz prekonočne kulture smo uporabili komercialni komplet 
GeneJETTM Plasmid Miniprep kit (Thermo Scientific, Waltham, ZDA). 10 ml tekočega 
gojišča s celicami smo postopoma centrifugirali po 2 min na 8000 vrt./minuto. Supernatant 
smo sproti odlivali in na koncu zbran pelet raztopili v 250 µl raztopine za resuspendiranje. 
Dodali smo 250 µl pufra za lizo, mikrocentrifugirko 5 krat obrnili, dodali 350 µl 
nevtralizacijske raztopine in takoj premešali. Mikrocentrifugirko smo centrifugirali 5 min 
na 12000 vrt./min, nato pa smo supernatant prenesli na kolono ter centrifugirali 1 minuto 
pri 12000 vrt./min. Tekočino, ki je prešla kolonijo, smo zavrgli, dodali 500 µl raztopine za 
izpiranje in ponovno centrifugirali. Še enkrat smo ponovili prejšnji korak in tekočino, ki je 
prešla kolonijo, zavrgli. Kolonijo smo dodatno centrifugirali 3 minute pri 12000 vrt./min, 
nato pa smo jo prestavili v svežo mikrocentrifugirko ter dodali 35 µl sterilne MilliQ vode. 
Za nekaj minut smo kolono pustili, nato pa po enominutnem centrifugiranju na 12000 
vrt./min v epici pridobili naš plazmid. Koncentracijo plazmida smo izmerili s 
NanoDropTMND-1000. 
3.6.3 Merjenje koncentracije DNA na NanoDropTMND-1000  
S pomočjo NanoDropTMND-1000 (Thermo Scientific, Waltham, ZDA) smo izmerili 
koncentracijo in čistost izoliranega plazmida. Mesto za nanos vzorca smo očistili s kapljico 
Milli Q vode, nanesli 1 µl našega vzorca ter s programom nucleid acid (ND-1000) izmerili 
koncentracijo plazmidne DNA (ng/µl). Poleg koncentracije smo pridobili tudi razmerje 
260/280 ter 260/230 ki nam prikaže čistost vzorca oziroma možno kontaminacijo s proteini 
ali solmi.  
3.7 PRIPRAVA VKLJUČKA nPYK1  
3.7.1 Priprava matrične DNA PYK1 
Pridobljeno kulturo p413TEF-PYK1 smo nacepili na LB ploščo z dodanim ampicilinom (c 
= 100 µg/mg) ter jo čez noč inkubirali na 37 °C. Naslednji dan smo eno kolonijo s plošče z 
zobotrebcem prenesli v tekoče LB gojišče z ampicilinom ter inkubirali 16 ur na 37 °C s 
350 vrt./min. Iz gojišča smo s komercialnim kitom GeneJETTM Plasmid Miniprep izolirali 
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plazmid p413TEF z vstavljenim nativnim PYK1. Tako kot pri izoliranem plazmidu 
p415GPD smo tudi tukaj koncentracijo in čistost izoliranega plazmida z insertom izmerili s 
spektofotometrom NanoDropTMND-1000. 
Del izoliranega plazmida p413TEF-PYK1 smo uporabili za pridobitev nPYK1 z restrikcijo, 
del pa smo uporabili kot matrično DNA za pridobitev mPYK1 s pomočjo PCR metode.  
3.7.2 Restrikcija 
S spletnim programom RestrictionMapper (2016) smo preverili, katere encime restrikcije 
lahko uporabimo za rezanje našega plazmida p415GPD ter p413TEF-PYK1, ne da bi 
izbrana restrikcijska encima rezala tudi naš insert ali del vektorja. Izbrana encima za 
restrikcijo sta bila BamHI in Xhol. S pomočjo spletnega programa NEBcloner (2016) smo 
izbrali najbolj optimalen pufer za delovanje izbranih encimov.  
Restrikcijska mešanica je tako vsebovala TANGO pufer 2x, plazmid p413TEF-PYK1 oz 
p415GPD, sterilno Milli Q H20 in restrikcijska encima Xhol in BamHI. Pri restrikcijskih 
encimih smo bili pozorni, da jih nismo dolgo zadrževali na sobni temperaturi ali 
vorteksirali, saj bi sicer zmanjšali njihovo aktivnost. Po nežnem mešanju smo restrikcijsko 
mešanico inkubirali eno uro na 37 °C, nato pa vzorce nanesli na agarozni gel. 
 
Preglednica 8: Sestava 20 µl mešanice za restrikcijo p413TEF-PYK1 
Sestavina Količina 
TANGO pufer 2x 2 µl 
restrikcijski encim BamHI 1 µl 
restrikcijski encim Xhol 1 µl 
DNA (p413TEF-PYK1) 1,5 µl 
Milli Q H20 14,5 µl 
 
Preglednica 9: Sestava 20 µl mešanice za restrikcijo plazmida p415GPD 
Sestavina Količina 
TANGO pufer 2x 2 µl 
restrikcijski encim BamHI 1 µl 
restrikcijski encim Xhol 1 µl 
DNA (p415GPD) 2 µl 
Milli Q H20 14 µl 
3.7.3 Agarozna elektroforeza rezanih produktov 
Za pripravo 1-odstotnega agaroznega gela smo zatehtali 1,1 g agaroze in jo raztopili v 110 
ml 1xTAE pufra. Erlenmajerico z raztopino smo dve minuti segrevali v mikrovalovki, da 
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se je agaroza popolnoma raztopila, nato pa smo jo z mešanjem ohladili na 50 °C in pred 
razlitjem v predpripravljeno banjico dodali 5 µl etidijevega bromida. Banjico smo 
pripravili tako, da smo banjico označili, stranice prelepili z lepilnim trakom in nastavili 
glavničke za poljubno velike luknjice. Agarozni gel se je strjeval približno 30 minut, nato 
pa smo vzorce – produkte restrikcije – nanesli v luknjice. 
 
20 µl vzorcu smo pred nanašanjem dodali 5 µl nanašalnega pufra. Tega smo pripravili z 
dodatkom 10 µl bavila fenolmodrega 6x LB-ju. Poleg vzorcev smo na agarozni gel nanesli 
tudi 8 µl 1kB lestvice (GeneRulerTM 1 kb DNA ladder (Fermentas, Waltham, ZDA) ali 
GeneRulerTM 1 kb Plus DNA ladder (Thermo Scientific, Waltham, ZDA)).  
Elektorforezo smo vodili 50 minut pri napetosti 100 V. Po končani elektroforezi smo gel 
slikali pod  UV lučko in iz gelčka izrezali željena fragmenta nPYK1 in p415GPD. 
3.7.4 Čiščenje rezanih produktov iz agarozne elektroforeze  
Ekstrakcijo DNA fragmentov iz gela smo izvajali po protokolu komercialnega kita 
GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup Kit (Thermo Scientific, Waltham, ZDA). 
Izrezanemu fragmentu iz agaroznega gela smo dodali 100 µl vezalnega pufra na 100 mg 
teže gelčka. Mešanico smo inkubirali 10 min v termobloku na 55 °C, vmes pa jo občasno 
premešali, dokler se gelček ni popolnoma raztopil in smo opazili rumeno barvo. Mešanico 
smo prenesli na kolono in centrifugirali eno minuto pri 12000 vrt./min. V kolono smo 
dodali 700 µl raztopine za izpiranje in spet centifugirali eno minuto. Supernatant, ki je 
prešel kolono, smo odstranili. Prazno kolono smo še enkrat centrifugirali dve minuti in jo 
nato prestavili v novo 1,5 ml mikrocentrifugirko ter dodali 35 µl Milli Q vode. 
Mikrocentrifugirko s kolono smo pustili nekaj minut, potem pa eno minuto centrifugirali. 
V epici smo tako pridobili čiste fragemente DNA, ki smo jih spravili na –20 °C in jih 
nadalje uporabili v reakciji ligacije.  
3.8 PRIPRAVA VKLJUČKOV mPYK1  
3.8.1 Načrtovanje začetnih nukleotidov 
V nativnem PYK1 smo hoteli aminokislino serin na 22. mestu zamenjati za glutaminsko 
kislino. Zato smo potrebovali specifične začetne oligonukleotide, v katerih je bil eden 
izmed kodonov zamenjan.  
Pripraviti smo morali en smerni in en protismerni začetni oligonukleotid. V spletni bazi 
Uniprot (2016) smo pridobili osnovno aminokislinsko zaporedje encima Pyk1, nukleinsko 
zaporedje pa v bazi The Yeast Metabolome Database (YMDB, 2016). S pomočjo 
preglednice genetskega koda smo določili, katere tri nukleotide moramo spremeniti, da 
bomo namesto aminokisline serin pridobili glutaminsko kislino. Aminokislino serin (Ser/S) 
kodira kodon TCC v DNA oz UCC v RNA, glutaminsko kislino pa kodon GAA (Glu/E), 
zato smo v začetni oligonukleotid vnesli spremembo na mestu TCC v GAA.  
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Preglednica 10: Genetski kod 
Pozicija nukleotida v kodonu 
prvi drugi tretji 
  U C A G   
U 
UUU - Phe UCU - Ser UAU - Tyr UGU - Cys U 
UUC - Phe UCC - Ser UAC - Tyr UGC - Cys C 
UUA - Leu UCA - Ser UAA - * UGA - * A 
UUG - Leu UCG - Ser UAG - * UGG - Trp G 
C 
CUU - Leu CCU - Pro CAU - His CGU - Arg U 
CUC - Leu CCC - Pro CAC - His CGC - Arg C 
CUA - Leu CCA - Pro CAA - Gln CGA - Arg A 
CUG - Leu CCG - Pro CAG - Gln CGG - Arg G 
A 
AUU - Ile ACU - Thr AAU - Asn AGU - Ser U 
AUC - Ile ACC - Thr AAC - Asn AGC - Ser C 
AUA - Ile ACA - Thr AAA - Lys AGA - Arg A 
AUG - Met ACG - Thr AAG - Lys AGG - Arg G 
G 
GUU - Val GCU - Ala GAU - Asp GGU - Gly U 
GUC - Val GCC - Ala GAC - Asp GGC - Gly C 
GUA - Val GCA - Ala GAA - Glu GGA - Gly A 
GUG -Val GCG - Ala GAG - Glu  GGG - Gly G 
 
Vsakemu začetnemu oligonukleotidu smo dodali prepoznavno mesto za določen 
restrikcijski encim. Hoteli smo vnesti restrikcijska mesta za iste encime, ki smo jih že 
uporabili pri restrikciji plazmida p415GPD, zato da bi z ligacijo mutiran vključek mPYK1 
lahko vnesli v ta plazmid.  
V smerni oligonukleotid smo vnesli restrikcijsko mesto za BamHI (GGATCC), v 
protismerni oligonukleotid pa restrikcijsko mesto za XhoI (CTCGAG). V smerni začetni 
oligonukleotid smo za restrikcijskem mestom dodali Kozakovo zaporedje (GCCACC), 
nato pa  začetek zaporedja gena (ATG) z mutacijo (GAA). 
Pri protismernem oligonukleotidu pa smo po restrikcijskem mestu dodali reverzni 
kompliment zaporedja, ki smo ga pridobili s pomočjo programa Reverse Complement 
(2016). 
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Preglednica 11: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za pripravo mPYK1 
Zaporedna 
številka 
Osnovni 
Podatki 
Nukleotidno zaporedje 
8071 PYK_R 5´…TAATTCTCGAGTTAAACGGTAGAGACTTGCAAAGTGT…3´ 
8072 mPYK_F 
5´…AATTAGGATCCGCCACCATGTCTAGATTAGAAAGATTGACCT
CATTAAACGTTGTTGCTGGTTCTGACTTGAGAAGAACCGAAATCA
TTGGTACCATCGG…3´ 
5´..GGATCC…3´ - restrikcijsko mesto za BamHI 
5´…CTCGAG…3´ - restrikcijsko mesto za XhoI 
5´…GCCACC…3´  - kozak zaporedje 
5´…GAA…3´  - spremenjeno zaporedje iz aminokisline serin v glutaminsko kislino 
Podčrtani del zaporedja pri 8072 prestavlja start kodon, pri 8071 pa stop kodon. 
3.8.2 Namnožitev vključka mPYK1 
Z verižno reakcijo s polimerazo smo želeli pomnožiti določen del nukleotidnega zaporedja 
in vnesti mutacijo.  
 
V PCR mikrocentrifugirki smo združili vse komponente PCR reakcijske mešanice 
(preglednica 12) in nazadnje dodali Phusion polimerazo, ki je zelo občutljiva na sobni 
temperaturi.  
 
Preglednica 12: Sestava PCR reakcijske mešanice za vključek mPYK1 (50 µl) 
Sestava Količina 
matrična DNA (p413TEF-PYK1) 1 µl 
Phusion polimeraza (Thermo Scientific, Waltham, 
ZDA) 
0,7 µl 
GC polimerazni pufer 10 µl 
DMSO 1 µl 
dNTP 4 µl 
začetni oligonukleotid 8071 1 µl 
začetni oligonikleotid 8072 1 µl 
sterilna Milli Q H20 31,3 µl 
 
PCR reakcijo smo izvedli v aparaturi za PCR (Applied BiosystemsTM, Waltham, ZDA). 
Stopnjo pripenjanja smo preizkusili pri različnih temperaturah, saj so se talilne temperature 
(Tm) začetnih oligonukleotidov razlikovale. 
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Preglednica 13: PCR reakcija za vnos mutacije  
  Temperatura Čas pomnoževanja 
STOPNJA 1 iniciacijska stopnja 98 °C 3 min 
    
STOPNJA 2 
(35 ciklov) 
denaturacijska 
stopnja 
 
95 °C 20 s 
  
stopnja pripenjanja 
56 °C, 58 °C, 60 °C, 62 °C, 
64 °C, 66 °C* 
20 s 
podaljševalna 
stopnja 
72 °C 1 min 
STOPNJA 3 
zaključno 
podaljševanje 
72 °C 7 min 
OHLAJANJE  10 °C nekaj ur 
* poskusili pri različnih temperaturah 
3.8.3 Agarozna elektroforeza PCR produktov 
Uspešnost PCR reakcije smo preverili na agarozni elektroforezi po standardni proceduri. 
Ekstrakcijo mPYK1 iz gela smo izvajali po protokolu komercialnega kita GeneJET Gel 
Extraction and DNA Cleanup Kit (Thermo Scientific, Waltham, ZDA), po protokolu 
opisanem zgoraj. Koncentracijo in čistost izoliranega inserta smo izmerili s 
spektofotometrom NanoDropTMND-1000. 
3.8.4 Restrikcija 
Vključek mPYK1 smo rezali z restrikcijskima encimoma BamHI in XhoI, tako da smo 
pridobili lepljive konce za vnos v plazmid p415GPD. Po nežnem mešanju smo 
restrikcijsko mešanico inkubirali eno uro na 37 °C. 
 
Preglednica 14: Sestava 20 µl mešanice za restrikcijo vključka mPYK1 
Sestavina Količina 
TANGO pufer 2x 2 µl 
restrikcijski encim BamHI 1 µl 
restrikcijski encim Xhol 1 µl 
DNA (izoliran mPYK1) 12 µl 
Milli Q H20 4 µl 
3.9 LIGACIJA 
Po opravljeni pripravi vključkov in plazmida (modifikacija, restrikcija in čiščenje) smo 
pripravili načrt za ligacijo. S pomočjo encima DNA ligaza smo dosegli vnos vključka v 
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linearizirani plazmid, saj ta katalizira nastanek fosfoestrske vezi med plazmidom in 
vključkom. Količine vključka in plazmida za reakcijo ligacije smo izračunali po naslednji 
formuli (1), pri kateri smo upoštevali razmerje vključek proti plazmidu 3:1. 
 
 masa vključka = 3 × (masa vektorja × velikost vključka)/velikost vektorja                 … (1) 
 
Preglednica 15: Sestava 20 µl mešanice za ligacijo p415GPD – nPYK1 
Sestavina Količina 
RAPID pufer  4 µl 
T4 DNA ligaza (Promega, Madison, ZDA) 1 µl 
plazmid p415GPD 2 µl 
vključek (izoliran nPYK1) 3 µl 
sterilna Milli Q H20 10 µl 
 
Preglednica 16: Sestava 20 µl mešanice za ligacijo p415GPD – mPYK1 
Sestavina Količina 
RAPID pufer  4 µl 
T4 DNA ligaza (Promega, Madison, ZDA) 1 µl 
plazmid p415GPD 2 µl 
vključek (izoliran mPYK1) 5 µl 
sterilna Milli Q H20 8 µl 
 
Poleg ligacijske mešanice smo pripravili tudi kontrolno povratno ligacijo, pri kateri smo 
namesto vključka dodali mQ H20.  
Ligacijsko mešanico smo inkubirali 30 minut na sobni temperaturi, nato pa jo 
transformirali v E. coli.  
3.10 TRANSFORMACIJA V E. coli DH5α 
3.10.1 Transformacija 
Predpripravljene zamrznjene kompetentne celice E. coli DH5α smo 30 minut inkubirali na 
ledu. Dodali smo 1 µl ligacijske mešanice in celice postavili nazaj na led za 30 minut. S 
štirimi minutami na 42 °C ter nato dvema minutama na ledu smo vzpostavili toplotni šok. 
Dodali smo 1 ml LB gojišča, stresali eno min na 37 °C in nato centrifugirali tri min na 
7000 vrt./min, da so se celice posedle. Odpipetirali in zavrgli smo 1 ml supernatanta, 
preostale celice premešali in razmazali na agar ploščo. Ploščo smo čez noč inkubirali na 37 
°C. Po enem dnevu smo na plošči z ligacijo opazili bele kolonije, na ploščah s povratno 
ligacijo pa nismo zaznali kolonij oz. jih je bilo manj kot na plošči z ligacijo.  
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3.10.2 Prenos kolonije iz trdnega gojišča v tekočega 
V 10 ml LB tekočega gojišča smo dodali 10 µl ampicilina. Z sterilno cepilno zanko smo 
kolonijo prenesli iz trdnega gojišča v tekoče gojišče in inkubirali na stresalniku čez noč pri 
37 °C. 
3.11 ANALIZA TRANSFORMANT E. coli DH5α 
3.11.1 Izolacija p415GPD - nPYK1 ter p415GPD - mPYK1 iz prekonočne kulture 
Za izolacijo plazmida z vključki iz prekonočne kulture smo uporabili komercialni komplet 
GeneJETTM Plasmid Miniprep kit (Thermo Scientific, Waltham, ZDA). Sledili smo 
protokolu, ki je opisan že pri izolaciji plazmida p415GPD. Na koncu smo dodali 35 µl 
sterilne Milli Q vode, nekaj minut počakali, centrifugirali dve minuti pri 12000 vrt./min ter 
v mikrocentrifugirki pridobili željene plazmide z vključki.  
Koncentracijo in čistost izoliranih plazmidov smo izmerili s spektofotometrom 
NanoDropTMND-1000. 
3.11.2 Restrikcijska analiza 
Uspešnost transformacije smo preverili z restrikcijsko analizo plazmidov. Pridobljena 
plazmida p415GPD z nPYK1 in mPYK1 smo rezali z istima restrikcijskima encimoma 
BamHI in XhoI kot pri pripravi vključkov za vnos v plazmid in produkte preverili na 
agarozni elektroforezi.  
 
Preglednica 17: Sestava 20 µl mešanice za restrikcijsko analizo 
Sestavina Količina 
TANGO pufer 2x 2 µl 
restrikcijski encim BamHI 1 µl 
restrikcijski encim Xhol 1 µl 
DNA (p415GPD z nPYK1 oz mPYK1)  1 µl 
Milli Q H20 15 µl 
 
Mešanico smo inkubirali eno uro na 37 °C. Po inkubaciji smo vzorce nanesli na agarozno 
elektroforezo in rezultate slikali pod UV lučko. 
3.11.3  Analiza plazmida s sekvenciranjem 
Da smo se prepričali o pravilnosti nukleotidnega zaporedja naših dveh insertov, smo oba 
p415GPD z nPYK1 in mPYK1 poslali še na sekvenciranje v podjetje GATC Biotech 
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(Konstanca, Nemčija). V ta namen smo pripravili mešanico vzorca rekombinantnega 
plazmida ter začetnih oligonukleotidov.  
3.11.3.1 Načrtovanje začetnih nukleotidov za sekvenčno reakcijo 
Da bi lahko sklepali o usmerjenosti vključka v plazmid smo pri sekvenčni reakciji 
uporabili oligonukleotide, ki nalegajo pred našim genom, še na delu plazmida. Zaradi 
velikosti naših insertov smo poleg smernega in protismernega oligonukeotida uporabili 
tudi oligonukleotid, ki nalega znotraj gena. Smerni in protismerni oligonukleotid 2384 in 
910 smo pridobili iz zbirke začetnih oligonukleotidov Kemijskega inštituta Ljubljana, 
vmesni oligonukleotid 7021 pa smo pridobili s pomočjo programa Primer3 (2016) ter ga 
naročili pri podjetju IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, ZDA). 
 
Preglednica 18: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za sekvenčno reakcijo 
Zaporedna 
številka 
Osnovni 
Podatki 
Nukleotidno zaporedje 
7021 PYK seq AGGTACCGATGTCGATTTGC 
2384 p4xx-SEQr TCCTTCCTTTTCGGTTAGAG 
910 p413GPDSEQF CTTCTTAAATTCTACTTTTATAG 
3.11.3.2 Sekvenčna reakcija 
Preglednica 19: Mešanica za sekvenciranje (10 µl) 
Sestavina Količina 
DNA 500 ng 
začetni oligonukleotid (20 µM)  1,25 µl 
Milli Q H20 7,75 µl 
 
Na spletni strani GATC-biotech smo pridobili naša nukleotidna zaporedja, nato pa smo s 
programom Blast (2016) preverili, ali se pridobljeno zaporedje pokriva z željenim. 
3.12 TRANSFORMACIJA KVASOVKE 
3.12.1 Priprava kvasovk za transformacijo 
V gojišče MGD (ura-) smo inokulirali seva kvasovke S. cerevisiae nPFKM ter sfPFKM. 
Kulturi smo inkubirali v erlenmajerici z utori na 30 °C, 100 vrt./min dokler nista dosegli 
OD600 = 1. Optično gostoto smo preverili z spektofotometrom. 
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3.12.2 Priprava pufrov za transformacijo 
Preglednica 20: LiOAc/TE (50 ml) 
Sestavina Količina 
Milli Q H2O 44,4 ml 
1M LiOAc (pH = 7,0 – 7,4) 5 ml 
1M Tris HCl (pH = 7,5) 0,5 ml 
500 mM EDTA 0,1 ml  
 
Preglednica 21: 40 % PEG LiOAc/TE (50 ml)  
Sestavina Količina 
50 % PEG 4000 40 ml 
1M LiOAc (pH = 7,0 – 7,4) 5 ml 
1M Tris HCl (pH = 7,5) 0,5 ml 
500 mM EDTA 0,1 ml  
Milli Q H2O 4,4 ml 
3.12.3 Transformacija 
Ko je kultura dosegla OD660 med 0,7 in 1,0, smo jo sterilno prenesli iz erlenamjerice v 
sterilne 50-mililitrsko centrifugirko Centrifugirali smo dve min na 3000 vrt./min. 
Supernatant je bil hitro in pazljivo odlit, dodali smo 10 ml sterilne vode in celice so bile 
pazljivo resuspendirane. 50-mililitrsko centrifugirko smo ponovno centrifugirali in odlili 
vodo. Dodali smo 5 ml LiOAc/TE raztopine, rahlo premešali, da se je pelet raztopil, in 
centrifugirali dve minuti na 3000 vrt./min. Odvečni supernatant smo odlili in dodali 0,25 
ml LiOAc/TE pufra ter ponovno raztopili pelet z nežnim vorteksiranjem. Za vsako 
transformacijo smo prenesli 50 µl resuspendiranih celic v sterilno mikrocentrifugirko, v 
katero smo dodali do 1 µg plazmidne DNA in 6 µl DMSO za večjo uspešnost 
transformacije. V eno mikrocentrifugirko nismo dodali plazmidne DNA in to vzeli kot 
kontrolo.  
 
Dodali smo 300 µl 40 % PEG LiOAc/TE  in mikrocentrifugirke nekajkrat obrnili in 
stresili. Mešanico smo 30 minut inkubirali v termobloku na 30 °C, nato pa smo 
temperaturo povišali na 42 °C za 15 minut. Mikrocentrifugirke smo 30 sekund 
centrifugirali na 3000 vrt./min in odpipetirali okoli 300 µl supernatanta. Dodali smo 100 µl 
sterilne Milli Q vode, celice resuspendirali z nežnim pipetiranjem in razmazali po plošči 
MGD (ura-, leu-). Plošče smo inkubirali na 30 °C, po enem dnevu smo opazili madeže 
PEG, kolonije pa smo opazili po 3 dneh.  
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Preglednica 22: Pripravljene transformante seva S. cerevisiae 
Oznaka seva Osnovni podatki Gojišče 
nPFKM nPYK1 
p416GPD, nPFKM; p415GPD, 
nPYK1 
MGD (ura-, leu-) 
sfPFKM nPYK1 
p416GPD, sfPFKM; 
p415GPD, nPYK1 
MGD (ura-, leu-) 
nPFKM mPYK1 
p416GPD, nPFKM; 
p415GPD, mPYK1 
MGD (ura-, leu-) 
sfPFKM mPYK1 
p416GPD, sfPFKM; 
p415GPD, mPYK1 
MGD (ura-, leu-) 
3.13 PCR NA OSNOVI KOLONIJE (COLONY PCR) 
S PCR na osnovi kolonije s specifičnimi začetnimi oligonukletotidi smo preverili 
uspešnost transformacije plazmidov v S. cerevisiae. Kolonije, ki so zrasle na selekcijskem 
gojišču, smo istočasno precepili na nova trdna gojišča, da smo za nadaljnje analize 
resnično uporabljali le seve z uspešno vnesenimi konstrukti.   
3.13.1 Liza celic 
S sterilno cepilno zanko smo kolonijo iz plošče najprej prenesli v prazno PCR 
mikrocentrifugirko, nato pa smo isto kolonijo nacepili še na novo ploščo. V PCR 
mikrocentrifugirko s kolonijo smo nato dodali 10 µl 0,02 M NaOH in 10 minut segrevali 
pri 99 °C v termobloku.  
3.13.2  Priprava začetnih oligonukleotiov 
Preglednica 23: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za potrditev nPYK1 
Zaporedna 
številka 
Osnovni 
Podatki 
Nukleotidno zaporedje 
7194 PYK1_F ATGTCTAGATTAGAAAGATTGACC 
8071 PYK_R TAATTCTCGAGTTAAACGGTAGAGACTTGCAAAGTGT 
 
Preglednica 24: Uporabljeni začetni oligonukleotidi za potrditev mPYK1 
Zaporedna 
številka 
Osnovni 
Podatki 
Nukleotidno zaporedje 
8071 PYK_R TAATTCTCGAGTTAAACGGTAGAGACTTGCAAAGTGT 
8072 mPYK_F 
AATTAGGATCCGCCACCATGTCTAGATTAGAAAGATTGACCTCAT
TAAACGTTGTTGCTGGTTCTGACTTGAGAAGAACCGAAATCATTG
GTACCATCGG 
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3.13.3 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Za PCR na osnovi kolonije z specifičnimi oligonukleotidi smo uporabili DreamTaq 
polimerazo. Za kontrolo smo uporabili seva nPFKM in sfPFKM brez transformiranega 
plazmida.  
 
Preglednica 25: Sestava PCR reakcijske mešanice verižne reakcije s polimerazo na osnovi kolonije 
Sestava Količina 
skstrahirana DNA 1 µl 
DreamTaq polimeraza (Thermo Scientific,  
Waltham, ZDA) 
10 µl 
začetni oligonukleotid 8071 0,5 µl 
začetni oligonikleotid 8072 ali 7194 0,5 µl 
sterilna Milli Q H20 10 µl 
 
Preglednica 26: Verižna reakcija s polimerazo na osnovi kolonije 
  Temperatura Čas pomnoževanja  
STOPNJA 1 iniciacijska stopnja 95 °C 4 min 
STOPNJA 2 
(35 ciklov) 
denaturacijska 
stopnja 
95 °C 1 min 
  
stopnja pripenjanja 57 °C 1 min 
podaljševalna 
stopnja  
72 °C 1,25 min 
STOPNJA 3 
zaključno 
podaljševanje 
72 °C 7 min 
OHLAJANJE  10 °C neskončno 
  
Po zaključeni PCR reakciji smo vzorčke preverili na agarozni elektroforezi.  
3.14 PRIPRAVA TRAJNE KULTURE 
Pripravljene in potrjene transformante seva S. cerevisiae smo nacepili v tekoče gojišče 
MGD (ura-, leu-). 1 ml nagojene kulture z OD660 = 1 smo zmešali z 1 ml 50-odstotnega 
glicerola, prenesli v kriovijalke ter shranili v tekočem dušiku v trajni mikrobiološki zbirki 
na Kemijskem inštitutu Ljubljana. 
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3.15 GOJENJE TRANSFORMANT NA TEKOČIH SELEKCIJSKIH GOJIŠČIH TER 
MERJENJE HITROSTI RASTI 
3.15.1 Gojenje pri aerobnih pogojih 
Seve S. cerevisiae HD56-5A, HD114-8D, nPFKM in sfPFKM smo nacepili v tekoče 
gojišče MGD (ura-) z 0,1-odstotno glukozo, 0,5 ali 0,05-odstotno maltozo, seve nPFKM 
mPYK1, nPFKM nPYK1, sfPFKM mPYK1, sfPFKM nPYK1 pa v tekoče gojišče MGD 
(ura-, leu-) z 0,1-odstotno glukozo, 0,5 ali 0,05-odstotno maltozo. Vse seve smo inkubirali 
na stresalniku s 100 vrt./minuto pri 30 °C. 
 
Hitrost rasti smo spremljali s pomočjo merjenja optične gostote sevov, gojenih na 30 °C s 
100 vrt./min. S spektofotometrom Lambda 25 (Perkin-Elmer, Boston, MA, ZDA) smo pri 
λ = 660 nm vsaki dve uri izmerili optično gostoto kultur, čez noč pa smo vzorce postavili v 
hladilnik.  
 
Po končanih meritvah smo izračunali koeficient hitrosti rasti. Izmerjeno optično gostoto 
smo preko predpripravljene umeritvene krivulje, dostopne na Kemijskem inštitutu, 
pretvorili v suho težo kulture.   
 
Izačunana suha teža je bila logaritmirana (ln) ter na grafu prikazana kot naravni logaritem 
suhe teže v odvisnosti od časa. Dobljeni krivulji smo na semilogaritemskem grafu dodali 
linearno črto za eksponentno fazo rasti in kofecient te trendne črte nam poda hitrost rasti 
(Hagman in sod., 2013).  
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3.16 MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI PYK1 
3.16.1 Priprava pufrov za merjenje encimske aktivnosti 
Preglednica 27: Reagenti za pripravo ekstrakcijskega pufra za merjenje encimske aktivnosti 
Sestavina Koncentracija 
HEPES 100 mM 
MgSO4 10 mM 
KCl 200 mM 
DTE 1 mM 
Umeritev na pH 7,5  
 
Preglednica 28: Reagenti za merjenje encimske aktivnosti 
Reagenti Koncentracija 
ADP 100 mM 
NADH 20 mM 
fosfoenol piruvat 300 mM 
 
Za merjenje encimske aktivnosti smo poleg ekstrakcijskega pufra in reagentov potrebovali 
še mešanico inhibitorjev proteaz, encim laktat dehidrogenaza (Sigma, Steinheim, Nemčija) 
ter pripravljen homogenat naših izbranih sevov. 
3.16.2 Priprava vzorcev za merjenje encimske aktivnosti 
Izbrane seve smo gojili v erlenmajericah z utori na 30 °C, s 100 vrt./min v tekočih gojiščih 
MGD (ura-, leu-) z 0,5 ali 0,05-odstotno maltozo, dokler nismo dosegli OD660 = 1. Vsako 
izmed kultur smo razdelili v dve 50-mililitrski centrifugirki, centrifugirali 4 minute na 4 °C 
s 4000 vrt./min ter supernatant odlili. Združenemu peletu smo dodali 10 ml ohlajenega 
pufra, ponovno centrifugirali 10 min pri 10000 vrt./min, supernatant zavrgli ter vzorce 
zamrznili v tekočem dušiku.  
Pripravljene zamrznjene celice smo prenesli v ohlajen teflonski nosilec s kroglico in jih v 
Micro-Dismembrator (Sartorius AG, Gottingen, Germany) dvakrat po 20 sekund razbijali s 
1700 tresljaji/min. Razbite celice v obliki prahu smo spravili v ohlajeno mikrocentrifugirko 
ter jim dodali 100 µl hladnega pufra ter 10 µl mešanice inhibitorjev proteaz. Mešanico smo 
centrifugirali 10 minut na 4 °C s 12500 vrt./min. Pridobljen supernatant smo uporabili za 
merjenje encimske aktivnosti ter koncentracije proteinov.  
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3.16.3 Merjenje encimske aktivnosti  
Aktivnost nativne in modificirane oblike encima Pyk1 smo merili v nPFKM in sfPFKM ter 
transformantah kvasovk S. cerevisiae nPFKM nPYK1, nPFKM mPYK1, sfPFKM nPYK1 
ter sfPFKM mPYK1. Za merjenje aktivnosti encima smo spremljali potek reakcije od 
fosfoenol piruvata (PEP) do laktata, kot je prikazano na sliki 9. Z dodatkom NADH in 
laktat dehidrogenaze je omogočena pretvorba piruvata, ki je prisoten v celicah. Ob dodatku 
ADP in fosfoenol piruvata pa se lahko z merjenjem količine NADH določi hitrost 
aktivnosti piruvat-kinaze (Ruijter in sod., 1997).  
 
Slika 9: Potek reakcije od fosfoeolpiruvata (PEP) do laktata (Ruijter in sod., 1997) 
S spektofotometerom Lambda 25 (Perkin-Elmer, Boston, MA, ZDA) s temperaturnimi 
nosilci pri 30 °C smo merili absorbanco pri λ = 340 nm, saj pri tej valovni dolžini NADH 
absorbira svetlobo. 
V kiveto smo pripravili 500 µl ekstrakcijskega pufra, 460 µl Milli Q H2O ter 20 µl 
pripravljenega vzorca. Nato smo v kiveto dodali 10 µl 20 mM NADH in 3 µl laktat 
dehidrogenaze ter dobro premešali in izmerili optično gostoto pri λ = 340 nm. Po določitvi 
ozadja smo v kiveto hitro dodali 20 µl 100 mM ADP in 10 µl 300 mM fosfoenol piruvata 
ter ponovno izmerili optično gostoto pri λ = 340 nm.  
3.16.4 Spektofotometrično določanje koncentracije proteinov 
Da smo lahko natančno preračunali aktivnost proteinov, smo našim vzorcem določili 
koncentracijo proteinov.  
 
2 ml Comaissie barvila smo zmešali s 8 ml Milli Q vode, da smo pridobili reagent in ga po 
1 ml prenesli v kivete. Eno kiveto z barvilom smo uporabili kot referenco, v druge kivete 
pa smo poleg barvila dodali 1 µl rečenega vzorca. Po 10 minutah je reakcija potekla in 
vzorce smo lahko izmerili na λ = 595 nm (Bradford, 1976). 
 
S pomočjo umeritvene krivulje (priloga D) smo iz OD595 izračunali koncentracijo 
proteinov. Pri tem smo upoštevali modro krivuljo. 
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3.16.5 Preračunavanje specifične encimske aktivnosti encima Pyk1 
Za preračun encimske aktivnosti v specifično hitrost encima smo uporabili izračunano 
koncentracijo proteinov iz umeritvene krivulje in izmerjeno encimsko aktivnost pri OD340. 
 
 specifična hitrost encima = aktivnost encima / koncentracija proteinov                  … (2) 
 
36 
Dolinar U. Vnos gena za aktivno piruvat kinazo v kvasovko Saccharomyces cerevisiae.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij Biotehnologije, 2019  
 
 
500 bp - 
750 bp - 
1000 bp -  
1500 bp - 
3000 bp - 
10000 bp -  
4 REZULTATI 
4.1 ANALIZA zaporedja GENA PYK1 
Zaporedje prejetega plazmida p413TEF-PYK1 (Adggene plazmid #34605) smo primerjali s 
zaporedjem gena PYK1 (p00549) iz S. cerevisiae (sev ATCC 204508 / S288c) s 1503 bp, 
ki kodira visokoaktivno piruvat-kinazo (priloga A). Zaporedji gena PYK1 sta se ujemali v 
99 %, razlikovali sta se le v nukleotidu 231, ki pa je drugačnosmiselna mutacija, saj kodira 
isto aminokislino in posledično nima vpliva na funkcijo encima in se zato ne izrazi v 
fenotipu. 
4.2 PRIPRAVA VKLJUČKA nPYK1 in p415GPD 
4.2.1 Agarozna gelska elektroforeza praznega plazmida p415GPD ter p413TEF - 
PYK1 
Prazen plazmid p415GPD iz zbirke Kemijskega inštituta in plazmid p413TEF - PYK1, ki 
smo ga prejeli pri Addgene, smo po restrikciji z restrikcijskima encimoma BamHI in XhoI 
nanesli na 1-odstotni agarozni gel. 
 
 
Slika 10: Agarozna elektroforeza rezanega p413TEF - PYK1: 1 – zgornja lisa predstavlja rezan plazmid 
p413TEF, spodnja lisa pa izrezan vključek PYK1 
Spodnji fragment pod oznako 1 se nahaja pri 1,5 kbp (slika 10). Naš vključek nPYK1 ima 
1503 bp, kar ustreza fragmentu na sliki, torej lahko potrdimo, da je bila restrikcija uspešna 
in da smo pridobili nPYK1. Prav tako lahko potrdimo, da smo z restrikcijsko reakcijo 
pridobili ustrezno rezan plazmid p415GPD (6927 bp), saj je fragment na agarozni 
elektroforezi velikosti približno 7 kbp (slika 11). 
 
 lestvica      1 
1,5 kb 
250 bp -  
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
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10000 bp -  
 
 
 
 
Slika 11: Agarozna elektroforeza rezanega p415GPD: 1 – lisa predstavlja rezan plazmid p415GPD  
4.3 PRIPRAVA VKLJUČKA mPYK1  
4.3.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Z verižno reakcijo s polimerazo in specifičnimi oligonukleotidi smo želeli pomnožiti 
vključek PYK1 in vanj vnesti zamenjavo aminokisline serin v glutaminsko kislino na mestu 
22 aminokisline. S spremembo aminokisline smo pridobili mutiran gen z oznako mPYK1.  
 
PCR reakcijo smo izvedli pri različnih temperaturnih stopinjah prileganja (56 °C, 58 °C, 60 
°C, 62 °C, 64 °C, 66 °C) saj so se talilne temperature (Tm) začetnih oligonukleotidov 
razlikovale. Produkte verižne reakcije s polimerazo smo nanesli na 1-odstotni agarozni gel. 
7 kb 
lestvica        1  
250 bp -  
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
500 bp -  
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
 500 - 
  25
3000 bp -  
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  25  -
6000 bp -  
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
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Slika 12: Agarozna elektroforeza vključka mPYK1 pri različnih uporabljenih temperaturah (stopnje 
pripenjanja) 
Glede na močne fragmente pri 1,5 kb (slika 12) lahko sklepamo, da so začetni 
oligonukleotidi uspešno nalegali in da je prišlo do tvorbe mPYK1 (1,503 kbp) pri vseh 
uporabljenih temperaturah. 
4.3.2 Restrikcija vključka mPYK1 
Izrezane fragmente mPYK1 (1,503 kb) iz agarozne elektroforeze smo čistili z GeneJET Gel 
Extraction and DNA Cleanup Kit (Thermo Scientific, Waltham, ZDA) in rezali z 
restrikcijskima encimoma Xhol in BamHI, da smo jih lahko kasneje vnesli v primerno 
pripravljen plazmid p415GPD (slika 13). 
 
 
 
 
Slika 13: Agarozna elektroforeza rezanih mPYK1: 1, 2, 3, 4, 5 – rezan vključek mPYK1 
      lestvica    56 °C     58 °C    60 °C    62 °C    64 °C   66 °C  lestvica 
 
5 kb 
1,5 kb 
1,5 kb 
   1        2      3        4      5      lestvica 
 
1500 bp -  
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
5000 bp -  
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  25   
500 bp -  
 
3000 –  
 
1 0 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
20000 bp -  
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 1500 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 500 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 1000 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 3000 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 6000 bp 
 
300  –  
1500 – 
 
1000 -  
 750 - 
  5
2
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4.4 TRANSFORMACIJA V E. coli DH5α 
Z izoliranima genoma mPYK1, nPYK1 in plazmidom p415GPD smo pripravili ligacijsko 
mešanico, ki smo jo po končani reakciji transformirali v kompetentne celice E. coli DH5α. 
Po transformaciji smo celice gojili na gojišču LB z ampicilinom na 37 °C, naslednji dan pa 
smo preverili rast kolonij (slika 14). 
 
 
Slika 14: Plošče LB z ampicilinom po transformaciji: levo - kontrolna transformacija, desno - transformacija 
nPYK1 s plazmidom p415GPD 
Transformacija je bila uspešna, saj smo na ploščah z ligacijo pridobili kolonije, na ploščah 
s kontrolno transformacijo pa kolonij ni bilo oz. jih je bilo zelo malo.  
 
Preglednica 29: Število kolonij za posamezno transformacijo 
Transformacija Število kolonij 
mPYK1 v p415GPD 125 
Kontrola 10 
nPYK1 v p415GPD 19 
Kontrola 0 
 
Po nekaj kolonij iz vsake plošče smo prenesli v tekoče gojišče LB z dodanim ampicilinom 
ter inkubirali čez noč na 37 °C pri 350 vrt./min. 
4.5 ANALIZA TRANSFORMANT E. coli DH5α 
Uspešnost transformacije in pravilnost vključkov nPYK1 ter mPYK1 v plazmidu p415GPD 
smo preverili s restrikcijsko analizo ter s sekvenciranjem.  
Plazmida p415GPD-nPYK1 ter p415GPD-nPYK1 smo iz kompetentnih celic E. coli DH5α 
izolirali s pomočjo komercialnega kompleta GeneJETTM Plasmid Miniprep kit (Thermo 
Scientific, Waltham, ZDA).  
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4.5.1 Restrikcijska analiza 
Izoliran plazmid p415GPD-nPYK1 smo rezali z restrikcijskima encimoma BamHI in XhoI, 
ki smo ju uporabili tudi pri vnosu vključka v plazmid (slika 15). 
 
 
 
Slika 15: Agarozna elektroforeza restrikcijske analize rekombinantnih plazmidov: 1, 2 – vzorec p415GPD - 
nPYK1 rezan z restrikcijskima encimoma BamHI in XhoI 
Plazmid p415GPD - mPYK1 smo rezali z restrikcijskima encimoma BamHI in XhoI ter z 
vsakim restrikcijskim encimom posebej, da smo potrdili vnos restrikcijskih mest in vnos 
vključka mPYK1 (slika 16). 
 
 
 
Slika 16: Agarozna elektroforeza restrikcijske analize rekombinantnih plazmidov: 1 – vzorec p415GPD - 
mPYK1 rezan z BamHI in Xhol  2 – vzorec p415GPD - mPYK1 rezan z BamHI, 3 – vzorec p415GPD - 
mPYK1 rezan z XhoI 
   1             2         lestvica 
lestvica      1        2           3       lestvica 
 
1,5 kb 
1,5 kb 
- 1500 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 1000 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
100  -  
  75  - 
  50  - 
  250 - 
- 250 bp 
 
3 –  
 
1500 – 
100  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 500 bp 
 
3000 –  
 
5 0 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 750 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  75
50
25
- 3000 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1 - 
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 6000 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1  -  
  750  
  50   
 25   
- 3000 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 1000 bp 
 
30    
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 6000 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
 500 - 
  25
- 250 bp 
 
3000 –  
 
1500 – 
 
1000 -  
  750 - 
  500 - 
  250 - 
- 15 0 bp 
 
30  
 
1500 – 
 
10  -  
  7  - 
  50  - 
 25  - 
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Glede na pravo dolžino fragmentov (liste rezanih produktov pri 1,5 kb) lahko sklepamo o 
pravilni transformaciji vključka v plazmid p415GPD. 
4.5.2  Analiza plazmida z sekvenciranjem 
S  restrikcijsko analizo smo potrdili vnos obeh vključkov v plazmid, da smo se popolnoma 
prepričali o pravilnem zaporedju nPYK1 in mPYK1 pa smo plazmid p415GPD z 
vključkoma poslali še na sekvenciranje. 
Iz spletne strani GATC (GATC Biotech, Konstanca, Nemčija) smo pridobili zaporedja v 
FASTA formatu, ter jih s pomočjo spletnega programa BLAST primerjali z željenim 
zaporedjem.  
 
 
Slika 17: Uspešno vnesena sprememba nukleotidnega zaporedja GAA v mPYK1 na mestu 22 aminokisline 
Glede na rezultate restrikcijske analize in sekvenciranja lahko potrdimo uspešnost 
transformacije. Pridobili smo plazmida, ki imata vnesen nPYK1 ter mPYK1 gen.  
4.6 TRANSFORMACIJA V SEVA KVASOVKE S. cerevsiae nPFKM in sfPFKM 
Po tem, ko smo plazmida uspešno pripravili in testirali, smo rekombinantni plazmid vnesli 
v seva kvasovke S. cerevisiae nPFKM in sfPFKM, ki vsebujeta nativni oz. kratek fragment 
humanega PfkM encima kot edini tip Pfk encima.   
 
   
Slika 18: Plošče MGD (ura-, leu-) po transformaciji: levo – kontrolna transformacija in mPYK1 v S. cerevsiae 
sfPFKM, desno - mPYK1 v S. cerevsiae nPFKM in kontrolna transformacija 
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Preglednica 30: Število kolonij za posamezno transformacijo 
Transformacija Število kolonij 
p415GPD - nPYK1 v sfPFKM 179 
p415GPD - nPYK1 v nPFKM 207 
kontrola 0 
p415GPD - mPYK1 v sfPFKM 186 
p415GPD - mPYK1 v nPFKM 230 
kontrola 0 
 
4.7 VERIŽNA REAKCIJA S POLIMERAZO NA OSNOVI KOLONIJE (COLONY 
PCR) 
Po transformaciji plazmidov p415GPD - mPYK1 ter p415GPD - nPYK1 v seva kvasovke S. 
cerevisiae nPFKM ter sfPFKM smo, da bi potrdili uspešen vnos željenih vključkov v 
transformante, opravili verižno reakcijo s polimerazo na osnovi kolonije. Produkti reakcije 
na agarozni elektroforezi so prikazani na sliki 19. 
 
 
 
 
 
Slika 19: Agarozna elektroforeza cPCR: 1 – sev nPFKM brez plazmida p415GPD - nPYK1/mPYK1; 2 – sev 
sfPFKM brez plazmida p415GPD - nPYK1/mPYK1; 3, … , 7 – sev nPFKM s plazmidom p415GPD - nPYK1; 
7, … , 13 – sev nPFKM s plazmidom p415GPD - mPYK1; 14, …, 18 - sev sfPFKM s plazmidom p415GPD - 
nPYK1; 19, …, 24 – sev sfPFKM s plazmidom p415GPD - mPYK1 
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Agarozna elektroforeza verižne reakcije s polimerazo na osnovi kolonije je potrdila, da 
transformirana seva nPFKM ter sfPFKM ne vsebujeta gena za nPYK1 oz. mPYK1 (1 in 2 
na sliki 19). Transformante, ki smo jih testirali, pa pri 1,5 kb kažejo liso, kar potrjuje, da 
vsebujejo gen nPYK1 oz mPYK1. 
 
Istočasno smo kolonije, ki smo jih testirali z verižno reakcijo s polimerazo na osnovi 
kolonije, nacepili na novo trdno gojišče MGD (ura-, leu-). Seva nPFKM (5), sfPFKM (7) 
na tem gojišču nista rasla, saj nimata plazmida p415GPD, ki omogoča sintezo levcina in 
rast na gojišču, kar potrjuje, da plazmid z vključkom ni prisoten. Sevi s vnesenim 
plazmidom p415GPD pa so na gojišču rasli (slika 20). Transformanta sfPFKM mPYK1 se 
je izkazala za precej nestabilno, saj je sev po drugi precepitvi izgubil plazmid in rast na 
gojišču MGD (ura-, leu-) ni bila več uspešna. 
 
 
Slika 20: Kolonije, ki so bile testirane z colony PCR: 5 – sev nPFKM brez plazmida p415GPD, 7 - sev 
sfPFKM brez plazmida p415GPD, 1,…, 24 - nPFKM ali sfPFKM z plazmidom p415GPD ter vključkom 
nPYK1/mPYK1 
4.8 GOJENJE TRANSFORMANT NA MINIMALNIH TEKOČIH SELEKCIJSKIH 
GOJIŠČIH Z DODATKI (MGD) TER MERJENJE HITROSTI RASTI 
Za izbiro testnih gojišč smo se oprli na predhodno objavljene rezultate Andrejca in sod. 
(2017), kjer so prišli do zaključkov, da sev kvasovke S. cerevisiae sfPFKM ne raste na 
minimalnem gojišču z dodatki, ki vsebujejo vir ogljika v obliki 0,5-odstotne glukoze, 
opažena pa je bila rast na maltozi ob dodatku etanola. Naše seve smo zato testirali v 
gojišču MGD (ura-, leu-) s 0,05-odstotno maltozo, 0,5-odstotno maltozo ter 0,1-odstotno 
glukozo. 
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4.8.1 Rast na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,05-odstotno maltozo 
Seve kvasovke S. cerevisiae HD56-5A (divji tip), HD114-8D (gostiteljski sev, brez lastnih 
PFK genov), nPFKM in sfPFKM smo najprej nacepili v gojišče MGD (ura-) z 0,05-
odstotno maltozo, seve nPFKM mPYK1, nPFKM nPYK1, sfPFKM mPYK1, sfPFKM 
nPYK1 pa v gojišče MGD (ura-, leu-) z 0,05-odstotno maltozo in jih inkubirali na 
stresalniku s 100 vrt./min pri 30 °C. 
 
Hitrost rasti smo spremljali s pomočjo merjenja optične gostote sevov. S spektofotometrom 
smo pri λ = 660 nm vsaki dve uri izmerili optično gostoto kultur. 
 
 
 
Slika 21: Rast pri gojenju na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,05-odstotno maltozo. Vsaka barvna 
krivulja predstavlja drug sev. 
Iz grafa, ki prikazuje naraščanje optične gostote med rastjo sevov pri OD660 v odvisnosti od 
časa, smo določili maksimalni naklon pri rasti izbranih sevov S. cerevisiae ter izračunali 
njihov koeficient hitrost rasti (priloga E). Rezultati so zbrani v preglednici 31. 
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Preglednica 31: Maksimalni naklon in koeficient hitrosti rasi sevov S. cerevisiae v tekočem gojišču MGD 
(ura-, leu-) z  0,05-odstotno maltozo 
Sev Maksimalni naklon Koeficient hitrosti rasti [h-1] 
HD114-8D 0,0005 ni rasti 
HD56-5A 0,0918 0,13 
nPFKM 0,1016 0,1622 
nPFKM nPYK1 0,0857 0,1326 
nPFKM mPYK1 0,0862 0,1272 
sfPFKM 0,1065 0,1648 
sfPFKM nPYK1 0,0609 0,09 
sfPFKM mPYK1 0,0174 0,0331 
 
Seva kvasovke S. cerevisiae sfPFKM ter nPFKM sta v tekočem gojišču MGD (ura-) z 0,05-
odstotno maltozo rastla najhitreje. Sev HD1148D, ki ima izbita kvasna gena za oba 
izoencima Pfk1 in Pfk2, v tekočem gojišču ni bil zmožen rasti. 
Divji tip HD56-5A ter transformante nPFKM nPYK1 in nPFKM mPYK1 so pokazale zelo 
podobno hitrost rasti. Seva sfPFKM nPYK1 ter sfPFKM mPYK1 pa sta imela precej daljšo 
lag fazo ter sta tudi kasneje rasla precej počasneje. 
4.8.2 Rast na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,5-odstotno maltozo 
Seve kvasovke S. cerevisiae HD56-5A, nPFKM in sfPFKM smo nacepili v gojišče MGD 
(ura-) z 0,5-odstotno maltozo, seve nPFKM mPYK1, nPFKM nPYK1, sfPFKM mPYK1, pa 
v gojišče MGD (ura-, leu-) z 0,5-odstotno maltozo in jih inkubirali na stresalniku s 100 
vrt./min pri 30 °C. Sev sfPFKM mPYK1 ni bil stabilen in zato ni bil uporabljen pri 
meritvah.  
Iz grafa, ki prikazuje naraščanje optične gostote med rastjo sevov pri OD660 v odvisnosti od 
časa, smo določili maksimalni naklon pri rasti izbranih sevov S. cerevisiae ter izračunali 
njihov koeficient hitrost rasti (priloga E). Rezultati so zbrani v preglednici 32. 
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Slika 22: Rast pri gojenju na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,5-odstotno maltozo. Vsaka barvna krivulja 
predstavlja drug sev.  
Preglednica 32: Maksimalni naklon in koeficient hitrosti rasi sevov S. cerevisiae v tekočem gojišču MGD 
(ura-, leu-) z 0,5-odstotno maltozo 
Sev Maksimalni naklon Koeficient hitrosti rasti [h-1] 
HD114-8D ni rasti ni rasti 
HD56-5A 0,1754 0,27 
nPFKM 0,1189 0,18 
nPFKM nPYK1 0,1421 0,22 
nPFKM mPYK1 0,1307 0,19 
sfPFKM 0,0974 0,18 
sfPFKM nPYK1 0,1218 0,19 
 
Najhitrejšo rast v tekočem gojišču z 0,5-odstotno maltozo je dosegel sev HD56-5A. Sev z 
genom za nativni mišični tip encima 6-fosfofrukto-1-kinaze (nPFKM) je pokazal boljšo 
rast od seva z genom za kratki fragment mišičnega tipa encima 6-fosfofrukto-1-kinaze 
(sfPFKM). Gen za nPYK1 je prispeval k hitrejši rasti sevov na tekočem gojišču z 0,5-
odstotno maltozo.  
4.8.3 Rast na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,1-odstotno glukozo 
Nazadnje smo seve kvasovke S. cerevisiae HD56-5A, nPFKM in sfPFKM nacepili v 
tekoče gojišče MGD (ura-) z 0,1-odstotno glukozo, seve nPFKM nPYK1, nPFKM nPYK1, 
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sfPFKM mPYK1, sfPFKM nPYK1 pa v tekoče gojišče MGD (ura-, leu-) z 0,1-odstotno 
glukozo in jih inkubirali na stresalniku s 100 vrt./min pri 30 °C. 
Iz grafa, ki prikazuje naraščanje optične gostote med rastjo sevov pri OD660 v odvisnosti od 
časa, smo določili maksimalni naklon pri rasti izbranih sevov S. cerevisiae ter izračunali 
njihov koeficient hitrost rasti (priloga E). Rezultati so zbrani v preglednici 33. 
 
Slika 23: Rast pri gojenju na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,1-odstotno glukozo. Vsaka barvna krivulja 
predstavlja drug sev. 
Preglednica 33: Maksimalni naklon in koeficient hitrosti rasi sevov S. cerevisiae v tekočem gojišču MGD 
(ura-, leu-) z 0,1-odstotno glukozo 
Sev Maksimalni naklon Koeficient hitrosti rasti [h-1] 
HD114-8D ni rasti ni rasti 
HD56-5A 0,0612 0,1018 
nPFKM 0,0842 0,1333 
nPFKM nPYK1 0,0904 0,1399 
nPFKM mPYK1 0,0808 0,1327 
sfPFKM ni rasti ni rasti 
sfPFKM nPYK1 ni rasti ni rasti 
 
Hitrost rasti sevov z 0,1-odstotno glukozo je bila precej slabša kot v tekočih gojiščih z 
0,05-odstotno in 0,5-odstotno maltozo. V glukozi je najhitreje rastel sev nPFKM nPYK1. 
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Seva z kratkim fragmentom encima PfkM nista bila zmožna rasti na glukozi. sfPFKM 
nPYK1 je po 32-ih urah pokazal manjšo rast, vendar je bila ta zaustavljena.   
4.9 MERJENJE ENCIMSKE AKTIVNOSTI PIRUVAT-KINAZE 
4.9.1 Merjenje encimske aktivnosti  
Encimsko aktivnost piruvat-kinaze smo izmerili pri sevih kvasovke S. cerevisiae nPFKM 
in sfPFKM ter nPFKM mPYK1, nPFKM nPYK1, sfPFKM mPYK1 in sfPFKM nPYK1. Te 
smo v aerobnih pogojih, na stresalniku s 100 vrt./min pri 30 °C, v tekočem gojišču MGD 
(ura-, leu-) z 0,5  in 0,05-odstotno maltozo, nagojili do OD660 = 1 ter jih pripravili za 
merjenje encimske aktivnosti.  
 
Da smo lahko določili specifično encimsko aktivnost smo izmerili še koncentracijo 
proteinov. 
4.9.2 Spektofotometrično določanje koncentracije proteinov 
S pomočjo umeritvene krivulje smo iz OD595 izračunali koncentracijo proteinov (priloga 
D). Pri tem smo upoštevali formulo  
 
y = 0,4787x + 0,0054                                                … (3) 
4.9.3 Preračunavanje specifične encimske aktivnosti encima Pyk1 
Za preračun encimske aktivnosti v specifično hitrost encima smo uporabili izračunano 
koncentracijo proteinov iz umeritvene krivulje in izmerjeno encimsko aktivnost pri OD340 
ter upoštevali formulo 2. 
 
specifična hitrost encima = aktivnost encima / koncentracija proteinov                      … (2) 
 
Preglednica 34: Encimska aktivnost, koncentacija proteinov ter specifična encimska aktivnost encima Pyk1 v 
različnih sevih gojenih v tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,05-odstotno maltozo 
Sev 
Encimska 
aktivnost [U/L] 
Koncentracija proteinov 
[mg/ml] 
Specifična encimska aktivnost 
[U/mg/prot] 
nPFKM 2548,7 2,315 1100 
nPFKM nPYK1 2389,4 1,392 1716 
nPFKM mPYK1 731,62 1,245 587,64 
sfPFKM 1710 0,944 1811 
sfPFKM nPYK1 2788,5  2161 
sfPFKM mPYK1 811.93 1,092 743,52 
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Preglednica 35: Encimska aktivnost, koncentacija proteinov ter specifična encimska aktivnost encima Pyk1 v 
različnih sevih gojenih v tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,5-odstotno maltozo 
Sev 
Encimska aktivnost 
[U/L] 
Koncentracija proteinov 
[mg/ml] 
Specifična encimska 
aktivnost [U/mg/prot] 
nPFKM 16402 0,614 26707,19 
nPFKM nPYK1 201456 2,102 95861,82 
nPFKM mPYK1 48026 1,872 25658,70 
sfPFKM 22218 0,697 31863,85 
sfPFKM nPYK1 132577 3,046 43528,74 
 
Seva kvasovke S. cerevisiae nPFKM ter sfPFKM vsebujeta nativni encim Pyk1, ki je 
prisoten v kvasovki. Sevi nPFKM nPYK1, sfPFKM nPYK1, nPFKM mPYK1 ter sfPFKM 
mPYK1 pa poleg nativnega encima Pyk1 vsebujejo še rekombinatni encim Pyk1, ki je bil 
vstavljen v celico v nativni (nPYK1) oz. mutirani obliki (mPYK1). 
 
 
Slika 24: Primerjava specifičnih encimskih aktvnosti encima Pyk1 na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 
0,05-odstotno ter 0,5-odstotno maltozo 
Vsi sevi kažejo na višjo aktivnost encima Pyk1 na gojišču z višjo koncentracijo maltoze 
(0,5-odstotno). V obeh gojiščih je bila aktivnost piruvat-kinaze višja v sevu z genom za 
kratki fragment mišičnega tipa encima 6-fosfofrukto-1-kinaze (sfPFKM), dodan gen 
nPYK1 pa je pripomogel k višji encimski aktivnosti. 
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5 RAZPRAVA 
Cilj magistrske naloge je bil povečati pretok glikolize na nivoju piruvat-kinaze. To je 
zadnji encim v glikolizi in katalizira ireverzibilno pretvorbo fosfoenolpiruvata (PEP) v 
piruvat (Jurica in sod., 1998). Kvasovka vsebuje dva endogena izoencima piruvat-kinaze: 
Pyk1 ter Pyk2. Pyk1 je aktivirana s FBP in fosforilacijo preko Pka ter je izražena med 
rastjo na fermentativnih virih ogljika, kot je glukoza (Portela in sod., 2006), medtem ko je 
Pyk2 podvržena represiji z glukozo. Izraža se pod specifičnimi pogoji, ko je koncentracija 
glukoze v gojišču nizka, nizke ravni intercelularne FBP pa ne morejo aktivirati Pyk1 
encima. Protein Pyk2 ima manjšo aktivnost kot Pyk1, zato smo želeli v kvasovki 
S.cerevisiae aktivirati gen PYK1 z višjo aktivnostjo. 
 
V kvasno transformanto sfPFKM, ki že nosi gen za modificiran visokoaktiven kratki PFK-
M fragment, smo pod kontrolo konstitutivnega GPD promotorja vnesli dodatno kopijo 
gena za kvasno piruvat-kinazo (nPYK1) ter mutiran gen za kvasno piruvat-kinazo 
(mPYK1), ki na mestu 22 aminokisline vsebuje glutaminsko kislino namesto serina. Za 
kontrolo smo uporabili divji tip HD114-8D, ki je bil uporabljen kot gostiteljski sev za vnos 
gena za kratki fragment humanega mišičnega tipa encima 6-fosfofrukto-1-kinaze, ter 
nPFKM, ki vsebuje gen za nativni, humani, mišični tip encima 6-fosfofrukto-1-kinaze. 
 
Za testiranje pridobljenih sevov smo uporabili maltozna gojišča (0,5-odstotno in 0,05-
odstotno) z dodatkom 10 mM etanola in 10 µM FeSO4 (MGD – minimalna gojišča z 
dodatki). Andrej in sod. (2017) so ugotovili, da transformanta sfPFKM ni zmožna rasti na 
glukozi in fruktozi, oziroma da glukoza celo spodbudi deaktivacijo Pfk1 aktivnosti. 
Encimsko aktivnost Pfk1 encima pa so zaznali na maltoznem gojišču. Ugotovili so tudi, da 
dodatek 10 mM etanola ublaži močno neuravnoteženo razmerje NADH/NADPH, FeSO4 pa 
prispeva k povišanem rastnem koeficientu sfPFKM, medtem ko ne vpliva na rast sevov z 
nativnim Pfk-M encimom.  
 
Glukoza in fruktoza se v sevu sfPFKM izjemno hitro presnovita, kar poveča glikolitični 
fluks ter poruši NADH/NADPH razmerje, maltoza pa se mora po energetsko potratnem 
vnosu v celico še encimsko razgraditi na dve molekuli glukoze (Andrejc in sod., 2017). 
Kvasovke nimajo nikotinamid dinukleotid transhidrogenaze, ki lahko pretvori NADH (ki 
se tvori med glikolizo) v NADPH, zato pride do akumulacije NADH. Pri uravnavanju 
razmerja NADH/NADPH imata tako zato pomembno vlogo NADP+ specifična 
acetaldehid dehidrogenaza in NADPH+ specifična alkohol dehidrogenaza (Adh6), ki 
oksidirata etanol do acetata. Sev sfPFKM je tako lahko rasel na maltoznem gojišču z 
etanolom, medtem ko brez etanola ni bil zmožen rasti (Larroy in sod., 2003).  
 
V tekočem gojišču MGD (ura-) z 0,05-odstotno maltozo sta najhitreje rasla seva kvasovke 
S. cerevisiae sfPFKM ter nPFKM. Sev sfPFKM je bil zaradi dodatka železovih ionov v 
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obliki dodanega FeSO4 malce hitrejši. Sev HD1148D ni bil zmožen rasti v tekočem 
gojišču, saj ima izbita gena za obe endogeni podenoti encima fruktoza-6-fosfat-1-kinaza, 
ter tako ni zmožen vršenja glikolize. Podobne rezultate so opazili tudi Andrejc in sod., 
2017. Divji tip HD56-5A ter transformante nPFKM nPYK1 in nPFKM mPYK1 so imele 
podobne koeficiente hitrosti rasti na gojišču z dodano 0,05-odstotno maltozo, kar je lahko 
posledica enake aktivnosti encima piruvat-kinaze v sevih. Divji tip nima izbitih genov za 
piruvat-kinazo, naše transformante pa poleg vnesenih genov za piruvat-kinazo vsebujejo 
tudi že nativne.  
 
Nato smo testirali seve v gojišču z višjo koncentracijo maltoze (0,5-odstotno). Tu smo 
opazili hitrejši odziv sevov in višje specifične hitrosti. Sevi z genom za nativni mišični tip 
encima 6-fosfofrukto-1-kinaze so pokazali boljšo rast od sevov z genom za kratki fragment 
mišičnega tipa encima 6-fosfofrukto-1-kinaze. V obeh primerih pa je gen za PYK1 
prispeval k hitrejši rasti sevov. Sev sfPFKM brez PYK1 je dosegel nižjo specifično hitrost 
rasti kot pa sev sfPFKM mPYK1, kar kaže na verjetno odstranitev ozkega grla na nivoju 
Pyk med rastjo na maltozi.  
 
Da bi preverili vpliv PYK1 na glikolizo, smo seve testirali še v gojišču z glukozo. Hitrost 
rasti sevov v gojišču z 0,1-odstotno glukozo je bila precej slabša kot v gojiščih z 0,05-
odstotno in 0,5-odstotno maltozo. Seva z kratkim fragmentom encima Pfk-M nista bila 
zmožna rasti na glukozi. sfPFKM nPYK1 je po 32-ih urah pokazal manjšo rast, vendar je 
bila ta zaustavljena. Kljub dodanemu genu za PYK1 je glukoza še vedno toksična za 
sfPFKM sev. Najverjetneje pride med rastjo tega seva na glukozi do porušenja redoks 
potenciala – zruši se razmerje NADH/NADPH (Andrejc in sod., 2017).  
 
Poleg rasti na izbranih gojiščih smo preverili še specifično encimsko aktivnost encima 
piruvat-kinaza v gojišču s 0,5-odstotno in 0,05-odstotno maltozo. Pomankljivost te metode 
je, da istočasno merimo aktivnost nativnih encimov Pyk1 ter Pyk2 ter dodanega 
rekombinantnega encima Pyk1. Metoda meritve ne loči med enim in drugim encimom, tudi 
ne loči med encimom, ki je nativno prisoten v kvasovki in encimom, ki je izražen iz 
vnešenega gena. Znano je sicer, da se Pyk1 izraža le na glukoznih gojiščih, medtem ko je 
izražanje Pyk2 pod katabolno represijo glukoze in naj bi se izražal v metabolnem gojišču 
(Boles in sod., 1997).  
 
V gojišču z 0,05-odstotno maltozo smo izmerili precej nižje specifične hitrosti encima 
piruvat-kinaze kot pri gojišču z 0,5-odstotno maltozo, kar se ujema tudi s koeficienti 
hitrosti rasti sevov.  
Sev sfPFKM mPYK1 ima pri 0,05-odstotno maltozi nižjo Pyk aktivnost (743,52 
U/mg/prot) kot sfPFKM sev (1811 U/mg/prot). To je lahko posledica izražanja mPYK1 
gena pod kontrolo GPD promotorja, ki potrebuje več maltoze/glukoze za indukcijo 
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transkripcije. Morda bi morali za boljšo rast seva sfPFKM ob dodanem genu za PFK1 
izbrati drug promotor, ki ni odvisen od glukoze.  
 
Pri sevih z vneseno dodatno kopijo gena za nativni encim Pyk1 smo opazili višje 
specifične hitrosti, s čimer lahko potrdimo, da smo uspešno vnesli gen za visoko aktivno 
piruvat-kinazo. Zamenjava kodona za zapis serina na mestu 22 s kodonom za zapis 
glutaminske kisline pa je povzročila neaktivnost dodatno vnesene piruvat-kinaze, kar smo 
opazili pri nPFKM mPYK1 ter sfPFKM mPYK1 na 0,05-odstotno maltozi. To nasprotuje 
opažanjem Portela in sod. (2006), da je v kvasovki pomembno mesto fosforilacije piruvat-
kinaze aminokislina serin na 22. mestu, ki aktivira encim. Potrjuje pa rezultate Xu in sod. 
(2012), ki s zamenjavo aminokislin na mestu S22 niso zaznali spremembe v aktivnosti 
piruvat-kinaze. 
 
Naslednji cilj v izboljšavi produkcije etanola bi lahko bil encim alkohol dehidrogenaza 
(Adh6). Adh med fermentacijo katalizira redukcijo acetaldehida do etanola, lahko pa 
katalizira tudi reverzno reakcijo. Kvasovka S. cerevisiae vsebuje dva gena, ki kodirata 
ADH1 in ADH2. ADH1 je izražen konstantno, izražanje ADH2 pa je inducirano z redukcijo 
intracelulare glukoze in kot substrat uporablja etanol. Nedavni napredek v genskem 
inženiringu se osredotoča na preoblikovanje gena za ADH2 za večjo specifičnost substrata 
ter izboljšano katalitično aktivnost (Azhar in sod., 2017). 
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6 SKLEPI 
V kvasovko S. cerevisiae smo vnesli konstrukta za dodatno kopijo nativnega (nPYK1) in 
modificiranega (mPYK1) kvasnega gena, ki kodirata encim piruvat-kinazo (Pyk1), ter ju 
vnesli v kvasna seva sfPFKM in nPFKM s krajšo in nativno obliko humanega mišičnega 
tipa encima 6-fosfofrukto-1-kinaze. 
 
Med rastjo na gojišču z 0,5-odstotno maltozo smo pri sevu sfPFKM nPYK1 določili višji 
koeficient hitrosti rasti kot pri sfPFKM sevu. Ravno tako je dvojna transformanta nPFKM 
nPYK1 rastla hitreje kot izhodni sev nPFKM. Pozitivnega efekta dodanega nPYK1 ali 
mPYK1 gena nismo zaznali med rastjo na 0,05-odstotno maltozi.  
 
Z merjenjem specifične aktivnosti Pyk1 encima v celičnih ekstraktih transformant smo 
ugotovili, da je aktivnost med rastjo sevov na 0,5-odstotno maltozi bistveno višja pri 
dvojnih tranformantah kot pri enojnih, kar dokazuje tvorbo aktivnega Pyk1 encima. 
Bistvenega povišanja specifične aktivnosti Pyk1 nismo zaznali pri transformantah, ki so 
rasle na gojišču z 0,05-odstotno maltozo.  
 
Pri sevu, ki ima vnesen mPYK1 gen z vneseno mutacijo S22E, nismo zaznali povečane 
specifične aktivnosti Pyk1 v primerjavi z encimsko aktivnostjo seva z vnesenim nPYK1 
genom. Izgleda, da fosforilacija Pyk1 encima na mestu S22 ne poveča aktivnosti encima, 
kot je bilo prvotno predlagano (Portela e tal., 2006).  
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7 POVZETEK 
Zaradi odvisnosti od fosilnih goriv postaja energetska kriza vse večja globalna skrb, 
zanimanje za obnovljive in okolju prijazne vire energije pa se ekstremno povečuje. K 
zmanjšani uporabi surove nafte in onesnaževanja okolja močno prispeva bioetanol, ki je 
eno izmed najpogosteje uporabljenih biogoriv po vsem svetu, eden izmed najpogosteje 
uporabljenih mikroorganizmov za proizvodnjo bioetanola pa je kvasovka Saccharomyces 
cerevisiae. Z namenom, da bi pospešili rast kvasovke z modificirano 45 kDa humano PFK 
(sfPFKM) kot edino obliko PFK encima v celicah, smo v mutanto sfPFKM vnesli dodatne 
kopije gena, ki kodira nastanek encima piruvat-kinaze 1 (Pyk1) ter tako pridobili dvojno 
mutanto sfPFKM nPYK1. Predhodni testi so namreč pokazali, da na mestu Pyk1 obstaja 
ozko grlo v metabolnem pretoku med rastjo na maltoznem gojišču. Dvojna mutanta 
sfPFKM nPYK1 je na 0,5-odstotnem maltoznem minimalnem dopolnitvenem gojišču rastla 
hitreje kot izhodna transformanta sfPFKM. Hitrejšo rast na enakem gojišču smo opazili 
tudi pri nPFKM nPYK1 sevu, ki nosi zapis za nativni 85 kDa humani PFKM gen in ima 
vnesen dodatno kopijo nPYK1 gena.  Pozitivnega efekta Pyk1 na hitrost rasti nismo opazili 
med rastjo mutant na gojišču z 0,05-odstotno maltozo, kjer sicer enojna sfPFKM mutanta 
raste hitreje kot nPFKM sev. Izgleda, da promotor GDP, ki določa raven izražanja gena 
PYK1, med rastjo na gojišču z nižjo koncentracijo maltoze ne omogoči dovolj močnega 
prepisovanja. Pri celicah, ki so rasle v gojišču z 0,05odstotno maltozo, smo zaznali tudi 
bistveno nižje specifične aktivnosti encima Pyk1 kot pri celicah v gojišču z 0,5- odstotno 
maltozo. Rezultati nakazujejo, da bi z nadaljnjimi modifikacijami izražanja kvasnih PYK1 
genov v mutanti sfPFKM lahko odpravili ozko grlo v metabolnem pretoku preko glikolize 
in pripravili uporaben modelni organizem za študij deregulirane glikolize, kot jo povzroči 
modifikacija Pfk-M encima v rakastih celicah.  
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PRILOGA A 
Poravnava p413TEF – PYK1 in PYK1 (p00549) 
 
p413TEF - PYK1     1 ccaattcgccctatagtgagtcgtattacgcgcgctcactggccgtcgtt     50 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1    51 ttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggcgttacccaacttaatcgcct    100 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   101 tgcagcacatccccctttcgccagctggcgtaatagcgaagaggcccgca    150 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   151 ccgatcgcccttcccaacagttgcgcagcctgaatggcgaatggcgcgac    200 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   201 gcgccctgtagcggcgcattaagcgcggcgggtgtggtggttacgcgcag    250 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   251 cgtgaccgctacacttgccagcgccctagcgcccgctcctttcgctttct    300 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   301 tcccttcctttctcgccacgttcgccggctttccccgtcaagctctaaat    350 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   351 cgggggctccctttagggttccgatttagtgctttacggcacctcgaccc    400 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   401 caaaaaacttgattagggtgatggttcacgtagtgggccatcgccctgat    450 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   451 agacggtttttcgccctttgacgttggagtccacgttctttaatagtgga    500 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   501 ctcttgttccaaactggaacaacactcaaccctatctcggtctattcttt    550 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   551 tgatttataagggattttgccgatttcggcctattggttaaaaaatgagc    600 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   601 tgatttaacaaaaatttaacgcgaattttaacaaaatattaacgtttaca    650 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   651 atttcctgatgcggtattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacac    700 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   701 cgcatagatccgtcgagttcaagagaaaaaaaaagaaaaagcaaaaagaa    750 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   751 aaaaggaaagcgcgcctcgttcagaatgacacgtatagaatgatgcatta    800 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   801 ccttgtcatcttcagtatcatactgttcgtatacatacttactgacattc    850 
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PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   851 ataggtatacatatatacacatgtatatatatcgtatgctgcagctttaa    900 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   901 ataatcggtgtcactacataagaacacctttggtggagggaacatcgttg    950 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1   951 gtaccattgggcgaggtggcttctcttatggcaaccgcaagagccttgaa   1000 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1001 cgcactctcactacggtgatgatcattcttgcctcgcagacaatcaacgt   1050 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1051 ggagggtaattctgctagcctctgcaaagctttcaagaaaatgcgggatc   1100 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1101 atctcgcaagagagatctcctactttctccctttgcaaaccaagttcgac   1150 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1151 aactgcgtacggcctgttcgaaagatctaccaccgctctggaaagtgcct   1200 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1201 catccaaaggcgcaaatcctgatccaaacctttttactccacgcgccagt   1250 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1251 agggcctctttaaaagcttgaccgagagcaatcccgcagtcttcagtggt   1300 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1301 gtgatggtcgtctatgtgtaagtcaccaatgcactcaacgattagcgacc   1350 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1351 agccggaatgcttggccagagcatgtatcatatggtccagaaaccctata   1400 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1401 cctgtgtggacgttaatcacttgcgattgtgtggcctgttctgctactgc   1450 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1451 ttctgcctctttttctgggaagatcgagtgctctatcgctaggggaccac   1500 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1501 cctttaaagagatcgcaatctgaatcttggtttcatttgtaatacgcttt   1550 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1551 actagggctttctgctctgtcatctttgccttcgtttatcttgcctgctc   1600 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1601 attttttagtatattcttcgaagaaatcacattactttatataatgtata   1650 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1651 attcattatgtgataatgccaatcgctaagaaaaaaaaagagtcatccgc   1700 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1701 taggggaaaaaaaaaaatgaaaatcattaccgaggcataaaaaaatatag   1750 
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PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1751 agtgtactagaggaggccaagagtaatagaaaaagaaaattgcgggaaag   1800 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1801 gactgtgttatgacttccctgactaatgccgtgttcaaacgatacctggc   1850 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1851 agtgactcctagcgctcaccaagctcttaaaacgggaatttatggtgcac   1900 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1901 tctcagtacaatctgctctgatgccgcatagttaagccagccccgacacc   1950 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  1951 cgccaacacgcgctgacgcgccctgacgggcttgtctgctcccggcatcc   2000 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2001 gcttacagacaagctgtgaccgtctccgggagctgcatgtgtcagaggtt   2050 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2051 ttcaccgtcatcaccgaaacgcgcgagacgaaagggcctcgtgatacgcc   2100 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2101 tatttttataggttaatgtcatgataataatggtttcttaggacggatcg   2150 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2151 cttgcctgtaacttacacgcgcctcgtatcttttaatgatggaataattt   2200 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2201 gggaatttactctgtgtttatttatttttatgttttgtatttggatttta   2250 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2251 gaaagtaaataaagaaggtagaagagttacggaatgaagaaaaaaaaata   2300 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2301 aacaaaggtttaaaaaatttcaacaaaaagcgtactttacatatatattt   2350 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2351 attagacaagaaaagcagattaaatagatatacattcgattaacgataag   2400 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2401 taaaatgtaaaatcacaggattttcgtgtgtggtcttctacacagacaag   2450 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2451 atgaaacaattcggcattaatacctgagagcaggaagagcaagataaaag   2500 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2501 gtagtatttgttggcgatccccctagagtcttttacatcttcggaaaaca   2550 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2551 aaaactattttttctttaatttctttttttactttctatttttaatttat   2600 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2601 atatttatattaaaaaatttaaattataattatttttatagcacgtgatg   2650 
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PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2651 aaaaggacccaggtggcacttttcggggaaatgtgcgcggaacccctatt   2700 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2701 tgtttatttttctaaatacattcaaatatgtatccgctcatgagacaata   2750 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2751 accctgataaatgcttcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattc   2800 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2801 aacatttccgtgtcgcccttattcccttttttgcggcattttgccttcct   2850 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2851 gtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagtaaaagatgctgaagatca   2900 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2901 gttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacagcggtaaga   2950 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  2951 tccttgagagttttcgccccgaagaacgttttccaatgatgagcactttt   3000 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3001 aaagttctgctatgtggcgcggtattatcccgtattgacgccgggcaaga   3050 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3051 gcaactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtact   3100 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3101 caccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaatta   3150 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3151 tgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttct   3200 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3201 gacaacgatcggaggaccgaaggagctaaccgcttttttgcacaacatgg   3250 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3251 gggatcatgtaactcgccttgatcgttgggaaccggagctgaatgaagcc   3300 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3301 ataccaaacgacgagcgtgacaccacgatgcctgtagcaatggcaacaac   3350 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3351 gttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcttcccggcaac   3400 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3401 aattaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgc   3450 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3451 tcggcccttccggctggctggtttattgctgataaatctggagccggtga   3500 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3501 gcgtgggtctcgcggtatcattgcagcactggggccagatggtaagccct   3550 
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PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3551 cccgtatcgtagttatctacacgacggggagtcaggcaactatggatgaa   3600 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3601 cgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggta   3650 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3651 actgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaaaacttc   3700 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3701 atttttaatttaaaaggatctaggtgaagatcctttttgataatctcatg   3750 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3751 accaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccgt   3800 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3801 agaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcgtaatct   3850 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3851 gctgcttgcaaacaaaaaaaccaccgctaccagcggtggtttgtttgccg   3900 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3901 gatcaagagctaccaactctttttccgaaggtaactggcttcagcagagc   3950 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  3951 gcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagttaggccaccact   4000 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4001 tcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcgctctgctaatcctgtta   4050 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4051 ccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggactc   4100 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4101 aagacgatagttaccggataaggcgcagcggtcgggctgaacggggggtt   4150 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4151 cgtgcacacagcccagcttggagcgaacgacctacaccgaactgagatac   4200 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4201 ctacagcgtgagctatgagaaagcgccacgcttcccgaagggagaaaggc   4250 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4251 ggacaggtatccggtaagcggcagggtcggaacaggagagcgcacgaggg   4300 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4301 agcttccagggggaaacgcctggtatctttatagtcctgtcgggtttcgc   4350 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4351 cacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcggag   4400 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4401 cctatggaaaaacgccagcaacgcggcctttttacggttcctggcctttt   4450 
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PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4451 gctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtg   4500 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4501 gataaccgtattaccgcctttgagtgagctgataccgctcgccgcagccg   4550 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4551 aacgaccgagcgcagcgagtcagtgagcgaggaagcggaagagcgcccaa   4600 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4601 tacgcaaaccgcctctccccgcgcgttggccgattcattaatgcagctgg   4650 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4651 cacgacaggtttcccgactggaaagcgggcagtgagcgcaacgcaattaa   4700 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4701 tgtgagttacctcactcattaggcaccccaggctttacactttatgcttc   4750 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4751 cggctcctatgttgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacagga   4800 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4801 aacagctatgaccatgattacgccaagcgcgcaattaaccctcactaaag   4850 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4851 ggaacaaaagctggagctcatagcttcaaaatgtttctactcctttttta   4900 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4901 ctcttccagattttctcggactccgcgcatcgccgtaccacttcaaaaca   4950 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  4951 cccaagcacagcatactaaatttcccctctttcttcctctagggtgtcgt   5000 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  5001 taattacccgtactaaaggtttggaaaagaaaaaagagaccgcctcgttt   5050 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  5051 ctttttcttcgtcgaaaaaggcaataaaaatttttatcacgtttcttttt   5100 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  5101 cttgaaaattttttttttgatttttttctctttcgatgacctcccattga   5150 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  5151 tatttaagttaataaacggtcttcaatttctcaagtttcagtttcatttt   5200 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  5201 tcttgttctattacaactttttttacttcttgctcattagaaagaaagca   5250 
                                                                        
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------------------      0 
 
p413TEF - PYK1  5251 tagcaatctaatctaagttttctagaactagtggatccatgtctagatta   5300 
                                                           |||||||||||| 
PYK1 (p00549)      1 --------------------------------------ATGTCTAGATTA     12 
 
p413TEF - PYK1  5301 gaaagattgacctcattaaacgttgttgctggttctgacttgagaagaac   5350 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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PYK1 (p00549)     13 GAAAGATTGACCTCATTAAACGTTGTTGCTGGTTCTGACTTGAGAAGAAC     62 
 
p413TEF - PYK1  5351 ctccatcattggtaccatcggtccaaagaccaacaacccagaaaccttgg   5400 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)     63 CTCCATCATTGGTACCATCGGTCCAAAGACCAACAACCCAGAAACCTTGG    112 
 
p413TEF - PYK1  5401 ttgctttgagaaaggctggtttgaacattgtccgtatgaacttctctcac   5450 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    113 TTGCTTTGAGAAAGGCTGGTTTGAACATTGTCCGTATGAACTTCTCTCAC    162 
 
p413TEF - PYK1  5451 ggttcttacgaataccacaagtctgtcattgacaacgccagaaagtccga   5500 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    163 GGTTCTTACGAATACCACAAGTCTGTCATTGACAACGCCAGAAAGTCCGA    212 
 
p413TEF - PYK1  5501 agaattgtacccaggtagaccattggccattgctttggacaccaagggtc   5550 
                     ||||||||||||||||||.||1||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    213 AGAATTGTACCCAGGTAGGCCATTGGCCATTGCTTTGGACACCAAGGGTC    262 
 
p413TEF - PYK1  5551 cagaaatcagaactggtaccaccaccaacgatgttgactacccaatccca   5600 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    263 CAGAAATCAGAACTGGTACCACCACCAACGATGTTGACTACCCAATCCCA    312 
 
p413TEF - PYK1  5601 ccaaaccacgaaatgatcttcaccaccgatgacaagtacgctaaggcttg   5650 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    313 CCAAACCACGAAATGATCTTCACCACCGATGACAAGTACGCTAAGGCTTG    362 
 
p413TEF - PYK1  5651 tgacgacaagatcatgtacgttgactacaagaacatcaccaaggtcatct   5700 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    363 TGACGACAAGATCATGTACGTTGACTACAAGAACATCACCAAGGTCATCT    412 
 
p413TEF - PYK1  5701 ccgctggtagaatcatctacgttgatgatggtgttttgtctttccaagtt   5750 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    413 CCGCTGGTAGAATCATCTACGTTGATGATGGTGTTTTGTCTTTCCAAGTT    462 
 
p413TEF - PYK1  5751 ttggaagtcgttgacgacaagactttgaaggtcaaggctttgaacgccgg   5800 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    463 TTGGAAGTCGTTGACGACAAGACTTTGAAGGTCAAGGCTTTGAACGCCGG    512 
 
p413TEF - PYK1  5801 taagatctgttcccacaagggtgtcaacttaccaggtaccgatgtcgatt   5850 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    513 TAAGATCTGTTCCCACAAGGGTGTCAACTTACCAGGTACCGATGTCGATT    562 
 
p413TEF - PYK1  5851 tgccagctttgtctgaaaaggacaaggaagatttgagattcggtgtcaag   5900 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    563 TGCCAGCTTTGTCTGAAAAGGACAAGGAAGATTTGAGATTCGGTGTCAAG    612 
 
p413TEF - PYK1  5901 aacggtgtccacatggtcttcgcttctttcatcagaaccgccaacgatgt   5950 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    613 AACGGTGTCCACATGGTCTTCGCTTCTTTCATCAGAACCGCCAACGATGT    662 
 
p413TEF - PYK1  5951 tttgaccatcagagaagtcttgggtgaacaaggtaaggacgtcaagatca   6000 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    663 TTTGACCATCAGAGAAGTCTTGGGTGAACAAGGTAAGGACGTCAAGATCA    712 
 
p413TEF - PYK1  6001 ttgtcaagattgaaaaccaacaaggtgttaacaacttcgacgaaatcttg   6050 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    713 TTGTCAAGATTGAAAACCAACAAGGTGTTAACAACTTCGACGAAATCTTG    762 
 
p413TEF - PYK1  6051 aaggtcactgacggtgttatggttgccagaggtgacttgggtattgaaat   6100 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    763 AAGGTCACTGACGGTGTTATGGTTGCCAGAGGTGACTTGGGTATTGAAAT    812 
 
p413TEF - PYK1  6101 cccagccccagaagtcttggctgtccaaaagaaattgattgctaagtcta   6150 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    813 CCCAGCCCCAGAAGTCTTGGCTGTCCAAAAGAAATTGATTGCTAAGTCTA    862 
 
p413TEF - PYK1  6151 acttggctggtaagccagttatctgtgctacccaaatgttggaatccatg   6200 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    863 ACTTGGCTGGTAAGCCAGTTATCTGTGCTACCCAAATGTTGGAATCCATG    912 
 
p413TEF - PYK1  6201 acttacaacccaagaccaaccagagctgaagtttccgatgtcggtaacgc   6250 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
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PYK1 (p00549)    913 ACTTACAACCCAAGACCAACCAGAGCTGAAGTTTCCGATGTCGGTAACGC    962 
 
p413TEF - PYK1  6251 tatcttggatggtgctgactgtgttatgttgtctggtgaaaccgccaagg   6300 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)    963 TATCTTGGATGGTGCTGACTGTGTTATGTTGTCTGGTGAAACCGCCAAGG   1012 
 
p413TEF - PYK1  6301 gtaactacccaatcaacgccgttaccactatggctgaaaccgctgtcatt   6350 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)   1013 GTAACTACCCAATCAACGCCGTTACCACTATGGCTGAAACCGCTGTCATT   1062 
 
p413TEF - PYK1  6351 gctgaacaagctatcgcttacttgccaaactacgatgacatgagaaactg   6400 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)   1063 GCTGAACAAGCTATCGCTTACTTGCCAAACTACGATGACATGAGAAACTG   1112 
 
p413TEF - PYK1  6401 tactccaaagccaacctccaccaccgaaaccgtcgctgcctccgctgtcg   6450 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)   1113 TACTCCAAAGCCAACCTCCACCACCGAAACCGTCGCTGCCTCCGCTGTCG   1162 
 
p413TEF - PYK1  6451 ctgctgttttcgaacaaaaggccaaggctatcattgtcttgtccacttcc   6500 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)   1163 CTGCTGTTTTCGAACAAAAGGCCAAGGCTATCATTGTCTTGTCCACTTCC   1212 
 
p413TEF - PYK1  6501 ggtaccaccccaagattggtttccaagtacagaccaaactgtccaatcat   6550 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)   1213 GGTACCACCCCAAGATTGGTTTCCAAGTACAGACCAAACTGTCCAATCAT   1262 
 
p413TEF - PYK1  6551 cttggttaccagatgcccaagagctgctagattctctcacttgtacagag   6600 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)   1263 CTTGGTTACCAGATGCCCAAGAGCTGCTAGATTCTCTCACTTGTACAGAG   1312 
 
p413TEF - PYK1  6601 gtgtcttcccattcgttttcgaaaaggaacctgtctctgactggactgat   6650 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)   1313 GTGTCTTCCCATTCGTTTTCGAAAAGGAACCTGTCTCTGACTGGACTGAT   1362 
 
p413TEF - PYK1  6651 gatgttgaagcccgtatcaacttcggtattgaaaaggctaaggaattcgg   6700 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)   1363 GATGTTGAAGCCCGTATCAACTTCGGTATTGAAAAGGCTAAGGAATTCGG   1412 
 
p413TEF - PYK1  6701 tatcttgaagaagggtgacacttacgtttccatccaaggtttcaaggccg   6750 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
PYK1 (p00549)   1413 TATCTTGAAGAAGGGTGACACTTACGTTTCCATCCAAGGTTTCAAGGCCG   1462 
 
p413TEF - PYK1  6751 gtgctggtcactccaacactttgcaagtctctaccgtttaagtcgacctc   6800 
                     |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||          
PYK1 (p00549)   1463 GTGCTGGTCACTCCAACACTTTGCAAGTCTCTACCGTTTAA---------   1503 
 
p413TEF - PYK1  6801 gagtcatgtaattagttatgtcacgcttacattcacgccctccccccaca   6850 
                                                                        
PYK1 (p00549)   1504 --------------------------------------------------   1503 
 
p413TEF - PYK1  6851 tccgctctaaccgaaaaggaaggagttagacaacctgaagtctaggtccc   6900 
                                                                        
PYK1 (p00549)   1504 --------------------------------------------------   1503 
 
p413TEF - PYK1  6901 tatttatttttttatagttatgttagtattaagaacgttatttatatttc   6950 
                                                                        
PYK1 (p00549)   1504 --------------------------------------------------   1503 
 
p413TEF - PYK1  6951 aaatttttcttttttttctgtacagacgcgtgtacgcatgtaacattata   7000 
                                                                        
PYK1 (p00549)   1504 --------------------------------------------------   1503 
 
p413TEF - PYK1  7001 ctgaaaaccttgcttgagaaggttttgggacgctcgaaggctttaatttg   7050 
                                                                        
PYK1 (p00549)   1504 --------------------------------------------------   1503 
 
p413TEF - PYK1  7051 cggccggtac   7060 
                                
PYK1 (p00549)   1504 ----------   1503 
::: - mesto tihe mutacije 
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PRILOGA B 
 
Rezultati sekvenciranja mPYK1 s začetnim olugonukleotidom 910 
 
Vzorec 7 >30155563.seq - ID: 28IA15- on 2017/3/3-0:23:32 automatically edited with 
PhredPhrap, start with base no.: 22  Internal Params: Windowsize: 20, Goodqual: 19, 
Badqual: 10, Minseqlength: 50, nbadelimit: 1 
CcnGAaCTTAGTTtCGACGGATTCTAGAACTAGTGGATCCGCCACCATGTCTAGA
TTAGAAAGATTGACCTCATTAAACGTTGTTGCTGGTTCTGACTTGAGAAGAACC
GAAATCATTGGTACCATCGGTCCAAAGACCAACAACCCAGAAACCTTGGTTGC
TTTGAGAAAGGCTGGTTTGAACATTGTCCGTATGAACTTCTCTCACGGTTCTTA
CGAATACCACAAGTCTGTCATTGACAACGCCAGAAAGTCCGAAGAATTGTACC
CAGGTAGACCATTGGCCATTGCTTTGGACACCAAGGGTCCAGAAATCAGAACT
GGTACCACCACCAACGATGTTGACTACCCAATCCCACCAAACCACGAAATGAT
CTTCACCACCGATGACAAGTACGCTAAGGCTTGTGACGACAAGATCATGTACG
TTGACTACAAGAACATCACCAAGGTCATCTCCGCTGGTAGAATCATCTACGTT
GATGATGGTGTTTTGTCTTTCCAAGTTTTGGAAGTCGTTGACGACAAGACTTTG
AAGGTCAAGGCTTTGAACGCCGGTAAGATCTGTTCCCACAAGGGTGTCAACTT
ACCAGGTACCGATGTCGATTTGCCAGCTTTGTCTGAAAAGGACAAGGAAGATT
TGAGATTCGGTGTCAAGAACGGTGTCCACATGGTCTTCGCTTCTTTCATCAGAA
CCGCCAACGATGTTTTGACCATCAGAGAAGTCTTGGGTGAACAAGGTAAGGAC
GTCAAGATCATTGTCAAGATTGAAAACCAACAAGGTGTTAACAACTTCGACGA
AATCTTGAAGGTCACTGACGGTGTTATGGTTGCCAGAGGTGACTTGGGTATTG
AAATCCCAGCCCCAGAAGTCTTGGCTGTCCAAAAGAAATTGATTGCTAAGTCT
AACTTGGCTGGTAAGCCAGTTATCTGTGCTACCCAAATGTTGGAATCCATGACT
TACAACCCAAGACCAACCAGaGCTGAAGTTTCCGATGTCGGTAACGCTATCTTG
GanGgTGCTGactgngTtaTgTTGTctggtgAAaccgCcAaGGgTAACTACccaaTCAACGCCG
TTACCACTATGGCTGAAaCCGCtgtCATTGCTgaaCAAGCTATCGCTTACTTGCCAA
aCTACGATGantnGagAAaCTgtaCTCCAAagCcAAcctccACcaccg 
 
Z rdečo barvo je označeno zaporedje PYK1, z modro pa sprememba kodona, ki je bila 
uspešno vnesena. 
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PRILOGA C 
 
Merjenje encimske aktivnosti PYK1 piruvat-kinaze v sevu S. cerevisiae nPFK nPYK1.  
 
 
 
Priloga C1: Ozadje reakcije pri merjenju encimske aktivnosti 
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Priloga C2: Merjenje encimske aktivnosti piruvat-kinaze v sevu S. cerevisiae nPFK nPYK1.  
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PRILOGA D 
Umeritvena krivulja koncentracije proteinov v odvisnosti od OD595 
 
 
 
 Priloga D1: Umeritvena krivulja koncentracija proteinov 
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PRILOGA E 
Podatki za izračun specifične hitrosti rasti različnih sevov v tekočem gojišču MGD (ura-) 
ter MGD (ura-, leu-) z 0,1-odstotno glukozo, 0,05-odstotno maltozo ter 0,5-odstotno 
maltozo. 
 
Izmerjena optična gostota je bila preko predpripravljene umeritvene krivulje, dostopne na 
Kemijskem inštitutu, pretvorjena v suho težo kulture. Izačunana suha teža je bila 
logaritmirana (ln) ter na grafu prikazana kot naravni logaritem suhe teže v odvisnosti od 
časa. Dobljeni krivulji se na semilogaritemskem grafu doda linearno črto za eksponentno 
fazo rasti in kofecient te trendne črte nam poda hitrost rasti (Hagman in sod., 2013).  
 
 
Priloga E1: Rast (OD600) pri gojenju na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,05-odstotno maltozo 
 
Priloga E2: Suha teža kulture (g/L) pri gojenju na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,05-odstotno maltozo 
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Priloga E3: Preračunani naravni logaritmi v tekočem MGD (ura-, leu-) z 0,05-odstotno maltozo. Iz linearnih 
finkcij je določena specifična hitrost rasti.  
 
Priloga E4: Rast (OD600) pri gojenju na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,5-odstotno maltozo 
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Priloga E5: Suha teža kulture (g/L) pri gojenju na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,5-odstotno maltozo 
 
 
Priloga E6: Preračunani naravni logaritmi v tekočem MGD (ura-, leu-) z 0,5-odstotno maltozo. Iz linearnih 
finkcij je določena specifična hitrost rasti.  
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Priloga E7: Rast (OD600) pri gojenju na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,1-odstotno glukozo 
 
Priloga E8: Suha teža kulture (g/L) pri gojenju na tekočem gojišču MGD (ura-, leu-) z 0,1-odstotno glukozo 
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Priloga E9: Preračunani naravni logaritmi v tekočem MGD (ura-, leu-) z 0,1-odstotno glukozo. Iz linearnih 
finkcij je določena specifična hitrost rasti.  
 
